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RESUMEN

El embarazo representa un gran reto metabdlico para la madre. El desarrollo de
una resistencia a la insulina fisioldgica en tejidos periféricos hacia el final de la gestacion,
requiere multiples adaptaciones por parte de los islotes de Langerhans para preservar
la normoglucemia. Estas adaptaciones, muy bien caracterizadas en las células B
pancreaticas, implican un aumento de la funcién y de la masa de este tipo celular, con
el fin de mantener un equilibrio energético y de nutrientes 6ptimo entre la madre y el
feto. Sin embargo, a pesar de la importancia de las células a en el mantenimiento de la
homeostasis de la glucosa, asi como de los estudios publicados que parecen vincular
alteraciones en la secrecién de glucagon con el desarrollo de la diabetes gestacional, el
conocimiento sobre las posibles adaptaciones de las células a pancreaticas y su

regulacién durante el embarazo es virtualmente inexistente.

Para investigar las caracteristicas morfo-funcionales de las células a
pancreaticas durante el embarazo, se utilizaron ratonas C57BL/6 prefiadas, y ratonas
no prefiadas como control. Inicialmente, se estudiaron las adaptaciones morfolégicas in
vivo en diferentes etapas de la gestacion (dia gestacional (G): 12.5, 15.2 y 18.5). Dado
que la mayor parte de cambios significativos a nivel morfolégico se observaron en el dia
de gestacion G18.5, se decidié finalmente centrar el estudio en esta etapa de la
gestacién que corresponderia con el final de la gestacion en el raton. Ademas, se llevo
a cabo el aislamiento de islotes de Langerhans frescos para los estudios ex vivo. Para
los andlisis in vitro, se utilizé la linea celular secretora de glucagon (a-TC1.9) para
evaluar el papel potencial de las hormonas gestacionales en la regulacion de estas
adaptaciones. Para estudiar las caracteristicas morfoldgicas se realizaron experimentos
de inmunohistoquimica e inmunocitoquimica, mientras que para las caracteristicas
funcionales se determinaron los niveles de hormonas plasmaticas mediante ELISA, la
secrecion estatica de glucagon y el contenido empleando también la técnica de ELISA,
la sefializacion de calcio intracelular para estudiar alteraciones en el acoplamiento
estimulo-secrecion mediante microscopia confocal y la expresion génica del mMRNA de

glucagon mediante PCR cuantitativa.

En cuanto a las adaptaciones morfolégicas en las ratonas prefiadas G18.5, los
resultados obtenidos muestran un aumento estadisticamente significativo del area y
masa de células a asi como hipertrofia celular. Estos cambios en la masa se asociaron
también a un aumento en la proliferacion. No se encontraron cambios en la apoptosis

de células a, neogénesis ductal o transdiferenciacion entre células a y B, en
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comparacion con los controles. Por otro lado, los experimentos in vitro en la linea celular
a-TC1.9 sugieren que el lactégeno placentario y la prolactina pueden participar en la
expansion de las células a, promoviendo un aumento en la proliferacion, mientras que
el estradiol actuaria de forma opuesta. Por lo que respecta a la funcion de la célula a
durante la gestacién, también observamos diversos cambios significativos. En el dia
gestacional G18.5, las ratonas prefiadas presentan una marcada hipoglucagonemia, en
comparacion con las ratonas control. Ademas, la secrecién in vitro de glucagén presento
una inhibiciéon en presencia de niveles bajos de glucosa (0.5 mM) en los islotes recién
aislados de estos animales. Igualmente, el contenido de glucagén en los islotes se vio
afectado negativamente. El tratamiento in vitro durante 8 dias con las hormonas
gestacionales (PL, PRL y E») produjo efectos similares en las células a-TC1.9,
disminuyendo la liberacién de glucagén a 0.5 mM G. Estos resultados indicarian un
posible papel de estas hormonas en la regulacion de la funcién de las células a durante
el embarazo. Ademas, la expresion del gen del mMRNA de glucagén se vio afectada en
las células a-TC1.9 tratadas con E;, revelando una vez mas, la posible participacion de
esta hormona en particular, en los cambios adaptativos de las células a durante la

gestacion.

En conclusion, las células a pancreaticas presentan importantes adaptaciones
tanto morfolégicas como funcionales hacia el final de la gestacién en ratones,
potencialmente mediadas por las hormonas gestacionales. Estas adaptaciones podrian
contribuir al mantenimiento de una homeostasis normal de la glucosa, impidiendo el
establecimiento de un ambiente hiperglucémico que podria favorecer al desarrollo de

diabetes mellitus gestacional.
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ABSTRACT

Pregnancy represents a major metabolic challenge for the mother. The
development of a physiologic insulin resistance requires multiple adaptations in the islets
of Langerhans to preserve a normoglycaemic state. These adaptations are very well
characterized in the pancreatic beta-cells and involve an enhancement of both function
and cellular mass to maintain an optimal energetic and nutrient balance between the
mother and the fetus. However, despite the importance of the alpha-cells in the
maintenance of glucose homeostasis and the studies that link changes in these cells to
the development of gestational diabetes, the knowledge about the potential adaptations

of the alpha-cell and its regulation during pregnancy is scarce.

To investigate the morphofunctional features of pancreatic alpha-cells during
pregnancy, we used pregnant C57BL/6 mice and non-pregnant mice as controls. Initially,
the in vivo morphological adaptations were studied at different gestational days: G12.5,
G15.5 and G18.5). Keeping in mind that, most of the morphological changes took place
at G18.5, we finally decided to focus the present study on this gestational stage in
particular, the late pregnancy in mice. In addition, freshly isolated islets of Langerhans
were obtained to perform the ex vivo experiments. For the in vitro analysis, the glucagon-
secreting a-cell line a-TC1.9 was used to assess the potential role of pregnancy
hormones in the regulation of these adaptations. For the analysis of the morphological
features, we performed immunohisto- and immunocytochemical experiments, while the
study of the functional features was performed by different approaches: plasma hormone
levels, glucagon secretion and glucagon content were measured by ELISA, calcium
signaling to study alterations in the stimulus-secretion coupling was recorded using
confocal microscopy and glucagon mRNA gene expression was measured by

quantitative PCR experiments.

Pregnant mice at G18.5 exhibited augmented alpha-cell area and mass as well
as cell hypertrophy. This change in cell mas was also associated with increased
proliferation. No changes in alpha-cell apoptosis, ductal neogenesis, or alpha-to-beta
transdifferentiation were found compared with controls. The experiments with the o-
TC1.9 cell line suggested that placental lactogen and prolactin may be involved in the
expansion of the alpha-cell, promoting an increase in proliferation, while estradiol reduce
the proliferation rate. At G18.5, pregnant mice presented hypoglucagonaemia compared
to controls. Additionally, in vitro glucagon secretion at low glucose levels (0.5 mM) was

impaired in freshly isolated islets from these animals. Glucagon content was also found

21



to be reduced. Treatment for 8 days with the pregnancy hormones (PL, PRL and E>)
produced similar effects in a-TC1.9 cells, decreasing glucagon release at 0.5 mM G,
further indicating a possible role for these hormones in the regulation of alpha-cell
function during pregnancy. Moreover, glucagon mRNA gene expression was impaired in
a-TC1.9 cells treated with Es, revealing the potential involvement of this particular

hormone in the adaptive changes in alpha-cells during gestation.

In conclusion, pancreatic alpha-cells present several morphological and
functional adaptations during late pregnancy in mice, potentially mediated by pregnancy
hormones. These adaptations may contribute to the maintenance of a normal glucose
homeostasis, preventing a hyperglycemic milieu, which could promote the development
of gestational diabetes mellitus.
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1. PANCREAS ENDOCRINO. EL ISLOTE DE LANGERHANS.

El pancreas es un 6rgano peritoneal mixto, compuesto de una porciéon exocrina y
una endocrina. La porcidn exocrina esta formada por tejido glandular acinar, los
llamados acinos pancreaticos, encargados de secretar el jugo gastrico al duodeno,
fundamental para la digestion de los alimentos. Por otro lado, la porcidon endocrina
formada por los islotes de Langerhans es la encargada de la homeostasis de la glucosa

y supone entre un 1-2% del volumen total del érgano.

En su tesis doctoral del afo 1869, el médico aleman Paul Langerhans describio la
apariencia microscopica de pequefos grupos dispersos de células entre las células
acinares en el pancreas de conejo. Pero no fue hasta el afio 1893, cuando Edouard
Laguesse llamo6 a estos clusters de células “islotes de Langerhans” en honor a su
descubridor. Fue este investigador, el primero en postular una funcién endocrina de
estos grupos celulares en el control de los niveles de glucosa en sangre. Se trata de
estructuras altamente vascularizadas y que reciben una importante inervacién del
sistema nervioso autonomo, tanto simpatico como parasimpatico. El islote pancreatico
esta compuesto por distintos tipos celulares, cada uno de ellos encargado de la
secrecion de una hormona distinta. La célula beta (B), sintetiza y secreta insulina,
constituye el tipo celular mas numeroso, representando cerca del 60% del islote en
humanos y hasta el 80% en roedores. La célula alfa (a), produce y secreta glucagon,
representa el segundo tipo celular mas abundante, pudiendo alcanzar el 45% en
humanos, mientras que en roedores supone alrededor de un 20%. Estos datos sugieren
una mayor relevancia de este tipo celular en el islote humano. La célula delta (d),
encargada de sintetizar y secretar somatostatina, supone entre un 3-10% del total de
células. El resto del islote se compone de dos tipos celulares minoritarios, la célula PP,
que secreta el polipéptido pancreatico (3-5%) y la célula épsilon (€), que secreta el
polipéptido grelina, siendo este ultimo el grupo menos numeroso (menos del 1%),
aunque constituye una poblacion importante durante el desarrollo fetal (Wierup et al.,
2004).

En cuanto a la citoarquitectura de los islotes de Langerhans, encontramos
diferencias entre especies. En los islotes de roedores, encontramos un cuerpo central
en el islote, formado por las células B y los demas tipos celulares minoritarios distribuidos
por la periferia. En los islotes humanos, encontramos los distintos tipos celulares
dispersos, dispuestos de manera heterogénea dentro del islote (Figura 1) (Arrojo e Drigo
et al., 2015). Estas variaciones en la citoarquitectura del islote, en la proporcién y

distribucion diferenciada de los distintos tipos celulares entre humanos y roedores,
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podrian implicar cambios importantes a nivel de regulacion paracrina y en la
comunicacion intercelular dentro del islote. Se ha observado que existe una importante
variacion en el porcentaje de células B que presentan uniones homotipicas (contacto de
células del mismo tipo), siendo de un 71 % en roedores frente a un 29 % en humanos.
En estos ultimos, las uniones mayoritarias son las heterotipicas (contacto entre distintos
tipos de células) (Cabrera et al., 2006).

Por otra parte, también encontramos diferencias en cuanto a la inervacion por parte
del sistema auténomo. En los islotes de roedores, la inervacion por parte del sistema
autonomo se compone de una serie de fibras simpaticas rodeando los mismos, mientras
que las fibras parasimpaticas estan distribuidas en la parte central del islote,
suministrando acetilcolina a las células B. Por su parte en los islotes de humanos, las
fibras simpaticas estan asociadas a los vasos sanguineos de los mismos, mientras que
las parasimpaticas son escasas, siendo las células a las encargadas de liberar
acetilcolina a las células B y & (Arrojo e Drigo et al., 2015, Bonner-Weir and Orci, 1982).

Fibras parasimpéticas

Fibras simpaticas
Vasos sanguineos

ROEDORES Célula & Célula B HUMANOS

5%

Célula a
15%
Célula a
Célula B 30%

80% Célula B

65%

Figura 1: Citoarquitectura diferencial de los islotes de Langerhans de roedores y primates. En
roedores, los islotes estan compuestos por un nucleo central o “core” de células B, rodeadas por un
manto de células a y 6. Por el contrario, los islotes de primates ho humanos y humanos, presentan una
distribucion heterogénea de los distintos tipos celulares. Modificada de Arrojo e Drigo et al., 2015.
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En definitiva, y a pesar de las diferencias entre especies, los diversos tipos celulares
del islote estan organizados de tal modo que permite una adecuada y precisa relacion y
comunicaciéon entre todas ellos, posiblemente debida a cascadas de sefAalizacion
autocrinas, paracrinas y endocrinas, funcionando el islote como un mini-6érgano. Gracias
a su organizacion celular unica, los islotes de Langerhans son capaces de cumplir su
cometido fisiolégico de manera satisfactoria, adaptandose en todo momento a los
constantes cambios metabdlicos, dados por los cambios en la demanda energeética,

manteniendo unos niveles 6ptimos de glucosa circulantes (Arrojo e Drigo et al., 2015).

2. HOMEOSTASIS DE LA GLUCOSA.

La Real Academia Espafiola (RAE) define homeostasis como el conjunto de
fendmenos de autorregulacion, que conducen al mantenimiento de la constancia en la
composicion y propiedades del medio interno de un organismo. Basandonos en esta
definicion, podemos decir que la homeostasis de la glucosa engloba el conjunto de
procesos de autorregulacion necesarios para mantener unos adecuados niveles de
glucosa en sangre, dentro de un rango de concentracién estrecho que asegure la mayor
constancia posible. Para que este fendmeno suceda, los mecanismos de regulacion
implicados deben actuar de forma rapida y precisa, para hacer frente a los desafios
metabdlicos que se presentan a lo largo del dia. De este modo, la homeostasis de la
glucosa se basa en un sistema de autorregulacién por retroalimentacion negativa en el
que estan implicadas las hormonas producidas y secretadas por las distintas
subpoblaciones celulares que componen el islote de Langerhans. Dentro de estos tipos
celulares destacan dos especialmente, las células 3 productoras de la hormona insulina

y las células a productoras de la hormona glucagon.

La historia de ambas hormonas comenz6 a la vez, en el afio 1921, cuando F. Banting
y C. Best analizaron los primeros extractos de pancreas procedentes de perro,
observando que la hipoglucemia inducida por insulina venia precedida de una
hiperglucemia transitoria que atribuyeron a un efecto secundario a la liberacién de
epinefrina. Sin embargo, no fue hasta el ano 1923, cuando se sugirid que este efecto
hiperglucemiante era debido a un “contaminante” al que llamaron glucagon, siendo en
el afio 1948 cuando se establecié que las células a, eran la fuente del mismo. Afos mas
tarde, con la implementacién del RIA (radioinmunoensayo) de glucagon, fue posible
comenzar a investigar la fisiologia de esta hormona asi como su implicacién en distintas
enfermedades y desérdenes (Gromada et al., 2007). Este desfase temporal en el estudio

y conocimiento de la fisiologia de ambos tipos celulares y sus correspondientes
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hormonas es debido a que, a pesar de la importancia de las células a y la secrecion de
glucagon en la regulaciéon de la glucemia, la célula B ha centrado la atenciéon de los

investigadores pues su disfuncién es un eje principal en la fisiopatologia de la diabetes.

Las células B pancreaticas son las encargadas de producir y secretar la insulina en
respuesta a una elevacion de los niveles de glucosa en sangre. La insulina es una
hormona proteica compuesta por 51 aminoacidos, que consta de dos cadenas
polipeptidicas unidas por puentes disulfuro intercatenarios. La insulina ejerce su accion
sobre diversos tejidos diana como son el musculo, higado y tejido adiposo. En el
musculo, la insulina promueve la captacion de glucosa desde el torrente sanguineo al
aumentar la translocacion de transportadores de glucosa a la membrana celular,
estimulando a su vez la glucogenogénesis. En el higado, la insulina reduce la produccion
hepatica de glucosa (HGP), al inhibir, por medio de la activacion de la via Akt, el factor
de transcripcion FOXO1, encargado de la gluconeogénesis en los hepatocitos
(Schwartz et al., 2013). En el tejido adiposo, por una parte promueve la lipogénesis
estimulando la sintesis de triglicéridos y acidos grasos, al mismo tiempo que presenta
efectos anti-lipoliticos. La glucosa constituye el principal estimulo de activacion de la
célula 3, célula eléctricamente excitable con un patrén oscilatorio caracteristico. Cuando
la concentracion de glucosa extracelular aumenta, se incrementa la frecuencia
oscilatoria de la célula 3. Asi, a bajas concentraciones de glucosa (< 5 mM), el potencial
de membrana de este tipo celular se encuentra en valore negativos (aproximadamente
-70 mV), la célula B esta inactiva y la secrecion de insulina es baja (niveles basales).
Por el contrario, cuando la concentracion de glucosa aumenta, la célula se despolariza
hasta alcanzar un valor umbral del potencial de membrana (-55 mV a -50 mV), en el que
se disparan potenciales de accién, que llevan a sefales intracelulares de calcio que
promueven la secrecién de insulina (Rorsman et al., 2011). En todo este proceso tiene
un papel preponderante el canal de potasio sensible a ATP (Karp). El aumento de la
concentracion de glucosa y el metabolismo de la misma en el interior celular (entrada
mediada por el transportador GLUT2), hace que aumente la razén ATP/ADP, con lo que
se reduce la actividad del canal Karpy asi el flujo de salida de K*. Este hecho produce
la despolarizacion progresiva de la membrana plasmatica, con la consiguiente apertura
de canales de calcio dependientes de voltaje y aumento de la concentracion intracelular
de calcio. Esta elevacion del calcio intracelular resulta en un aumento la secrecién de
insulina, ya que la exocitosis de los granulos de esta hormona es fundamentalmente

dependiente de calcio (Rorsman et al., 2012).

Por su parte, las células a pancreaticas son las encargadas de producir y secretar

la hormona glucagon. Se trata de una hormona proteica mas pequena, de tan sélo 29
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aminoacidos, de accion contraria a la de la insulina, cuyo principal estimulo para su
secrecion es la bajada de los niveles de glucosa en sangre. El glucagon actua sobre
tejidos periféricos, fundamentalmente en el higado, estimulando acciones opuestas a la
insulina. A nivel hepatico, el glucagon estimula la produccion de glucosa promoviendo
la gluconeogénesis y la glucogendlisis, provocando asi la liberacion de glucosa al
torrente sanguineo (Gromada et al., 2007). Por su parte, en el tejido adiposo, promueve
el catabolismo lipidico, mediante la hidrdlisis de triglicéridos (lipdlisis) y la B-oxidacion
de acidos grasos (Longuet et al., 2008). Todos estos mecanismos de regulacion
mediados por las células a y B, tienen como objetivo restaurar los niveles de glucosa
basal a una situacion conocida como normoglucemia tras un desafio metabdlico

(hiperglucemia o hipoglucemia) (Figura 2).

Glucosa plasmatica

SNs
Noradrenalina
—

Sistema nervioso

SNPs
Acetilcolina

Tracto gastrointestinal

Incretinas

Captacidn de glucosa indlisi
? ¢ — LlpoI]S|s Lipogénesis
Pancreas Lipélisis
Glucogendlisis Glucogendlisis l
Gluconeogénesis Gluconeogénesis

Masculo Higado Tejido adiposo —— Glucagén

— |nsulina

Glucosa plasmatica

Figura 2: Homeostasis de la glucosa. Esquema que representa la regulacién de los niveles de
glucosa en sangre por parte de las hormonas glucagén e insulina producidas por las células alfa y beta,
respectivamente. SNS (Sistema Nervioso Central), SNP (Sistema Nervioso Auténomo), Incretinas
(entre las que encontramos GLP-1, GIP, entre otras).

A su vez, ademas de los principales efectores, insulina y glucagoén, existen otros
elementos que intervienen en el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa. La

hormona somatostatina, producida por tejidos neuronales y endocrinos, incluidas las
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células & pancreaticas, tiene un efecto inhibitorio sobre la secrecién tanto de insulina
como de glucagdn. Esta inhibicion podria ser a nivel local, a través de la red
microcirculatoria del islote (en este caso estariamos hablando de una regulacion
endocrina), y/o a través del intersticio celular (en este caso se trataria de una regulacion
paracrina) (Gromada et al., 2007). Otros participantes en la regulacion de la homeostasis
de la glucosa serian las incretinas, entre las que destacamos el polipéptido inhibidor
gastrico (GIP) y el péptido 1 similar al glucagén (GLP-1). Ambas disminuyen la secrecion
de glucagoén, asi como promueven la secrecion de insulina (Deacon, 2007). Como ya
hemos mencionado anteriormente, los islotes de Langerhans son estructuras con una
gran inervacion del sistema nervioso autonomo, especialmente por fibras simpaticas y
parasimpaticas que penetran profundamente en el islote e intervienen en la regulacion
de la secrecion hormonal dentro del mismo. El sistema nervioso simpatico es activado
en situaciones de hipoglucemia, provocando la liberacion de norepinefrina asi como de
otros neurotransmisores y neuropéptidos en el islote, estimulando la secrecién de
glucagon por parte de las células a. Estos a su vez producen la inhibicion de la secrecion
de insulina y somatostatina por parte de las células B y 8, respectivamente. Por su parte,
la activacion del sistema nervioso parasimpatico estimula la secrecion de insulina por
parte de las células B, asi como la liberacion de somatostatina y PP. Esto es debido en
gran parte a la activacion de receptores muscarinicos por la acetilcolina (Rodriguez-Diaz
and Caicedo, 2013).

La pérdida de la capacidad homeostatica del organismo para mantener los valores
de glucemia plasmatica dentro de un rango estable conlleva el desarrollo de alteraciones
metabdlicas, de entre las cuales la diabetes mellitus es la mas relevante. El principal
signo clinico de la diabetes mellitus consiste en una elevacion persistente de los niveles
de glucosa en sangre; la hiperglucemia cronica no controlada provocaria efectos
glucotoxicos multiorganicos severos que perjudicarian progresivamente la calidad de
vida del paciente, siendo los cuales potencialmente letales a largo plazo. La etiologia
clasica de la patologia diabética considera principalmente causas relacionadas con la
ineficiente sefalizacion de la insulina a nivel periférico (insensibilidad o resistencia a
insulina), la insuficiente secrecion de insulina en el pancreas, o ambas. En funcién de
su etiologia y fisiopatologia, la diabetes mellitus se ha clasificado en cuatro subgrupos
principales: diabetes mellitus tipo 1 (T1DM), diabetes mellitus tipo 2 (T2DM), diabetes
asociada al embarazo o diabetes mellitus gestacional (GDM), y la diabetes tipo MODY
(del acrénimo en inglés Maturity Onset Diabetes of the Young). La diabetes tipo 1 esta
caracterizada por una insuficiencia de insulina debida a un ataque autoinmune dirigido

de forma especifica contra las células 3 del islote. Esto conlleva la destruccion extensiva
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del unico tipo celular con capacidad insulino secretora del organismo (Eizirik et al.,
2009). Por otro lado, el desarrollo de la diabetes tipo 2 implica la participacion combinada
de multiples factores cuya contribucidon particular puede variar dependiendo del
individuo. Sin embargo, podemos decir que la diabetes tipo 2 resulta del efecto
combinado de ciertas variables ambientales (alimentacién, sedentarismo, etc.) con
cierta predisposicion genética del individuo (Kahn et al., 2006). En cualquier caso, la
resistencia a la insulina que tiene lugar en tejidos periféricos que participan en la
homeostasis de la glucosa y su interaccion con la respuesta de las células
pancreaticas a esta situacion, juega un papel clave en la aparicion y desarrollo de
intolerancia a la glucosa y la diabetes tipo 2. Cuando la variable medioambiental de
riesgo para el desarrollo de hiperglucemia es el embarazo, hablamos de diabetes
gestacional. Se trata de un tipo particular de T2DM cuya caracteristica principal es que
debuta por primera vez durante el embarazo, resolviéndose tras el parto. A pesar del
papel central que ha venido teniendo la insulina y disfuncion de la célula B en la etiologia
de la diabetes tipo 1 y 2, a dia de hoy existe una aceptacion generalizada de que la
desregulacién de la célula a y la sefalizacion de glucagén pueden contribuir
significativamente al desarrollo de la patologia diabética (Gromada et al., 2018, Hughes
et al., 2018, Yu et al., 2008), estableciéndose una potencial nueva diana terapéutica

para el tratamiento de la diabetes.

3. EL GLUCAGON: ACOPLAMIENTO ESTIMULO-SECRECION EN LA CELULA

a.

En el acoplamiento estimulo-secrecion de la célula a mediado por glucosa podemos
encontrar cuatro fases claramente diferenciadas. En primer lugar, la captacion y el
metabolismo de la glucosa mediada por transportadores de membrana GLUT-1
introducen la glucosa al citosol de las células a. Dadas las caracteristicas bioquimicas
de la célula a, el metabolismo de la glucosa se da principalmente por la ruta glucolitica
anaerobica. Esta caracteristica las diferencia de las células 3, porque aunque ambas
presentan glucoquinasa, las beta presentan una alta eficiencia mitocondrial, con lo que
su metabolismo es preferentemente aerébico (Schuit et al., 1997, Sekine et al., 1994).
El resultado del metabolismo de la glucosa en la célula a son pequefios aumentos de la
concentracion de ATP citosolico, esenciales para que se produzcan las siguientes fases
del acoplamiento estimulo-secrecion, regulacion de la actividad eléctrica y generacion
de potenciales de accion, que desencadenarian sefales intracelulares de calcio y

finalmente la exocitosis de glucagoén.
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En los ultimos tiempos se han propuesto diversos modelos que intentan explicar el
acoplamiento estimulo-secrecion en la célula a. A pesar de las diferencias existentes
entre ambos modelos, estd demostrado que a bajas concentraciones de glucosa se
generan potenciales de accion por la apertura de canales de calcio y sodio en la célula
a, desencadenando senales intracelulares de calcio que estimulan la exocitosis, siendo
ésta maxima en ausencia de glucosa (Nadal et al., 1999, Quesada et al.,, 1999). Un
aumento de las concentraciones de glucosa es capaz de inhibir este proceso,
encontrando la inhibicion maxima en torno a 6-8 mM glucosa (Vieira et al., 2007). A
pesar de que la célula a presenta diversos tipos de canales de calcio, como son los tipo
N, T, L y P/Q, recientes estudios parecen indicar que los canales implicados en el
acoplamiento estimulo-secrecion mediado por glucosa son preferentemente los de tipo
T, Ly P/Q (Briant et al., 2016, Gylfe, 2016).

3.1 Modelo acoplamiento estimulo-secrecion en la célula a: papel del canal

KATP .

Este primer modelo de acoplamiento estimulo-secrecion en la célula a pancreatica
es el propuesto por Ashcroft y Rorsman (Ashcroft and Rorsman, 2013), donde los
canales de potasio sensibles a ATP (Katp), presentan un papel clave. Este modelo se
basa en el principio de que a niveles bajos de glucosa, la mayoria de los canales Karp
estarian cerrados debido a que el metabolismo de las células a seria capaz de generar
una concentracion de ATP suficiente para promover el cierre de gran parte de la
poblacion de canales. De hecho, la afinidad de los canales Karp por el ATP en célula a
es mayor que en célula beta (Leung et al., 2005). Como resultado de este bloqueo, el
potencial de membrana se sitla en un nivel en el que se dispararian potenciales de
accion (alrededor de -60 mV) (Figura 3). Los canales de calcio tipo T serian los
responsables de generar los potenciales de accién, despolarizando la membrana hasta
alcanzar los -30mV, umbral de activacion de los canales de sodio, que actuarian
potenciando la despolarizacién de la membrana, con la consiguiente apertura de los
canales tipo L y canales tipo P/Q. Estos ultimos serian fundamentales para que se
produzca la secrecion de glucagén mediante la exocitosis de sus granulos, ya que estos
se encuentran muy cerca de las vesiculas secretoras, a diferencia de lo que ocurre con
los canales de tipo L. La apertura de canales de potasio dependientes de voltaje (tipo

A) seria responsable de la repolarizacién del potencial de accion (Figura 3).
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Por otra parte, basandonos en este modelo, altas concentraciones de glucosa
aumentarian de forma significativa los niveles de ATP en el citosol, provocando el cierre
total de los canales de Katr. En este caso, el nivel de despolarizacion de la membrana
alcanzado provocaria el efecto contrario al anterior, inactivando tanto los canales de
sodio como los canales de calcio tipo T. Esto haria que la amplitud del potencial de
accion fuese insuficiente para activar los canales de calcio tipo P/Q, y como resultado
se produciria una disminucion en la secrecién de glucagén, al reducirse la exocitosis
(Ashcroft and Rorsman, 2013). Aunque se trata del modelo mas extendido, existen
trabajos que ponen en duda la importancia del canal Kate en la secrecion de glucagén
(Gylfe, 2016). Existen estudios en los que empleando modelos de raton que carecen de
canales Karp han sido capaces de reproducir respuestas similares a las descritas en este

mismo apartado.

Glucosa

Canal Karp

K* K+
Canal de potasio
|w tipo A
Canal de calcio
tipo T
l q"\ Glucagén

Canal de sodio

N

Canal de calcio
tipo L

Canal de calcio

l T tipo P/Q

Figura 3: Modelo acoplamiento estimulo-secrecion en la célula a regulado por glucosa: papel
del canal Karp. Cuando se produce una condicion de hipoglucemia, el nivel de ATP citosdlico
generando en las células a seria suficiente para producir el cierre de parte de los canales Karp,
generando una despolarizacién (W) suficiente para alcanzar un potencial de membrana en el cual se
produce la apertura de canales de calcio tipo T y canales de sodio. La activaciéon de estos canales,
sigue despolarizando la membrana hasta un nivel donde se activan canales de calcio tipo L y P/Q.
Estos canales son los encargados de generar potenciales de accion y sefiales de calcio intracelular que

terminan en la exocitosis de los granulos de glucagon. (cont.)

33



Figure 3 (cont.) En condiciones de hiperglucemia, los niveles elevados de ATP citosdlico producido
por el metabolismo de la glucosa en las mitocondrias, llevaria al cierre total de los canales Karp,
alcanzando una despolarizacidon de tal magnitud que llevaria el potencial de membrana a un nivel, al
cual no se podria producir la activacién de los canales anteriormente mencionados o se genera su
inactivacion dependiente de voltaje. Esto provocaria a su vez una disminucion de la actividad eléctrica
de la célula, disminucién de la sefalizacién de calcio y por tanto disminucidon de la secrecién de

glucagon.

3.2 Modelo alternativo acoplamiento estimulo-secrecién en la célula a: efecto

hiperpolarizante de la glucosa y el reticulo endoplasmico.

Existen diversos estudios que sugieren que la glucosa no despolarizaria la
membrana, tal y como hemos descrito en el anterior modelo, sino que por el contrario
tendria un efecto hiperpolarizante sobre la célula a. En este nuevo modelo, el reticulo
endoplasmico presentaria un papel protagonista (Liu, Y. J. et al., 2004, Tian et al., 2012,
Vieira et al., 2007). Segun este modelo, a bajas concentraciones de glucosa, los niveles
menores de ATP del citosol serian insuficientes para promover la entrada de calcio al
reticulo endoplasmico a través de las bombas SERCA (del inglés, sarco/endoplasmic
reticulum calcium ATPase). Esto llevaria a la activacion de la entrada de calcio al citosol
a través de canales SOC (del inglés, store-operated channels) de la membrana
plasmatica de las células a, debido a la caida de los niveles de calcio dentro del reticulo.
La entrada de calcio extracelular provocaria la despolarizacién de la membrana hasta
un umbral suficiente para la activacion de los canales de calcio dependientes de voltaje,
disparando potenciales de accién en la célula a, que en ultima instancia llevarian a la
formacion de sefales intracelulares de calcio y a la exocitosis de granulos de glucagén
(Figura 4A).

Por el contrario, en situaciones donde la concentracion de la glucosa es mas elevada
(normoglucemia o hiperglucemia), se generarian unos niveles de ATP citosolico
capaces de activar las bombas SERCA, promoviendo el acumulo de calcio en el reticulo
endoplasmico, y desactivando la entrada de calcio a través de los canales SOC, lo cual
inhibiria la despolarizacion de la membrana de las células a (llevando a un nivel de W
hiperpolarizado) y por consiguiente bloquearia la entrada de calcio a través de canales

de calcio dependientes de voltaje, disminuyendo la secrecion de glucagén (Figura 4B).
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HIPOGLUCEMIA Glucagén

VDCC

Glucosa

Glucagén

HIPERGLUCEMIA

Figura 4: Modelo alternativo acoplamiento estimulo-secrecion en la célula a: papel del reticulo
endoplasmico. (A) Cuando se produce una situacién de hipoglucemia, el metabolismo de la glucosa
genera bajas concentraciones de ATP, por lo que la activacion de las bombas SERCA propiciada por
la entrada de Ca?* al reticulo endoplasmico (RE) se encuentra mermada, presentando esta organela
bajas concentraciones de Ca?*. Este hecho desencadena la activacion de los canales SOC (Store-
Operated Channels). De este modo, la entrada de cationes a través de SOC despolariza (W|) la célula
a, activandose canales de calcio dependientes de voltaje (VDCC). El aumento de la concentracion
intracelular de Ca?*, debido a la entrada del mismo a través de los canales VDCC, promueve la fusion
de los granulos cargados de glucagén a la membrana plasmatica y la secrecion de esta hormona. (B)
Durante la hiperglucemia la respuesta es opuesta a la descrita durante la hipoglucemia. Las altas
concentraciones de glucosa y por consiguiente de ATP, activan las bombas SERCA, acumulandose
Ca?* en el RE, que inactiva los canales SOC. La falta de una sefial despolarizante inhibe la entrada de

Ca?* a través de los canales VDCC y la secrecién de glucagon.
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4. ADAPTACIONES FISIOLOGICAS DURANTE LA GESTACION: CAMBIOS EN
LA HOMEOSTASIS DE LA GLUCOSA.

Durante la gestacion la madre experimenta importantes cambios fisiolégicos, tanto
a nivel sistémico como local, para satisfacer los requerimientos energéticos del feto en
crecimiento. Estos cambios en la madre dependen del estadio de la gestacién, estando
estos intimamente ligados a la relacion o compromiso que se establece entre los
requerimientos metabdlicos de la madre y los del feto, que van cambiando a medida que
este se va desarrollando. La glucosa cubre una fraccion importante de las necesidades
energéticas del feto. Su transporte a través de la placenta es facilitado a través de
transportadores de glucosa (GLUT 1-5 y GLUT 7) (Baumann et al., 2002), siendo la
principal isoforma GLUT-1. Para que se produzca este transporte de manera eficaz debe
establecerse un gradiente entre la concentracion de glucosa circulante materna y la
fetal. En los primeros estadios de la gestacion, el gradiente se mantiene gracias a un
aumento de la secrecién basal de insulina por parte de las células B fetales y a una
relativa insensibilidad a la glucosa en estas células, que resultan en una baja
concentracion de glucosa circulante en el feto. Por el contrario, a medida que el feto
crece, especialmente hacia el final de la gestacién, se produce un aumento de la fraccion
de glucosa materna que es desviada a través de la placenta al feto (Nolan and Proietto,
1994). Este hecho pone en riesgo el mantenimiento del gradiente al disminuir la
concentracion de glucosa en sangre de la madre. Por ello, para contrarrestar este efecto,
la placenta secreta hormonas como lactégeno placentario, prolactina, progesterona y
hormona de crecimiento que aumentan la resistencia a la insulina en tejidos periféricos
maternos y la gluconeogeénesis hepatica (Baeyens et al., 2016, Burton and Jauniaux,
2015) (Figura 5). Como resultado se produce un aumento de los niveles de glucosa

circulantes en la madre, manteniendo el gradiente materno-fetal.

Tal como acabamos de mencionar, al comienzo de la gestacion, la demanda
energética del feto es relativamente baja. Es por ello, que la sensibilidad a insulina en
el organismo materno no cambia o incluso se ve aumentada, favoreciendo un aumento
de las reservas energéticas de la madre. A nivel del tejido adiposo, se produce un
aumento de la sensibilidad a insulina en el tejido adiposo blanco de la madre relacionado
con la hipertrofia de los adipocitos, aumento de la lipogénesis y almacenamiento de
lipidos. Ademas, a nivel hepatico se produce una acumulacion de glucégeno que
contribuye a aumentar la reserva energética en la madre (Hadden and McLaughlin,
2009, Mcllvride et al., 2017). Sin embargo, con el fin de mantener el gradiente de
concentracion de glucosa entre la madre y el feto durante el embarazo, la sensibilidad

a la insulina disminuye progresivamente durante las ultimas 20 semanas de gestacion
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en los humanos (Catalano et al.,, 1991), mientras que en roedores, el desarrollo de
resistencia a insulina ocurre con el progreso de la gestacion, especialmente en la
segunda mitad (Asplund et al., 1969, Parsons et al., 1992). Esta resistencia a la insulina
se genera principalmente en aquellos tejidos periféricos, como el higado, el musculo y
el tejido adiposo, que tienen un papel importante en la homeostasis de la glucosa. Con
el fin de mantener la normoglucemia en la madre, al mismo tiempo que se asegura un
adecuado aporte energético al feto, se produce un aumento de la lipdlisis y de la
gluconeogénesis materna (Freemark et al., 2002, Musial et al., 2016). Estas alteraciones
a nivel metabdlico y endocrino durante la gestacion desencadenan toda una serie de
adaptaciones a nivel del pancreas endocrino y de los tejidos periféricos implicados en el

mantenimiento de la homeostasis de la glucosa.

Glucosa plasmatica
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Figura 5: Homeostasis de la glucosa durante la segunda mitad de la gestacion. Esquema que
representa la regulacién de los niveles de glucosa en sangre por parte de las hormonas glucagén e
insulina durante la segunda mitad de la gestacion, donde se desarrolla una resistencia fisioldgica a la
insulina en tejidos periféricos como musculo, higado y tejido adiposo. Aunque se ha incluido el posible
efecto del glucagén durante la prefiez, no existen aun suficientes estudios para determinar con exactitud

estos efectos.
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Estas adaptaciones en el organismo materno con un ambiente de resistencia a la
insulina son necesarias para propiciar un equilibrio materno-fetal y para hacer frente a
los retos metabdlicos que se producen tras la ingesta de alimentos, previniendo un flujo
excesivo de nutrientes al feto (Rieck and Kaestner, 2010, Baeyens et al., 2016). Cerca
del final de la gestacion, se ha observado en roedores que la resistencia a la insulina
del organismo de la madre disminuye, posiblemente como un mecanismo para
conservar nutrientes para el uso materno a medida que se aproxima el parto y la

lactancia (Musial et al., 2016).

Acompafiando a las adaptaciones a nivel metabdlico y endocrino, también se
producen alteraciones a nivel del sistema cardiovascular de la madre, necesarias para
asegurar que se produzca un flujo de sangre 6ptimo hacia la placenta que permita la
adecuada nutricion y oxigenacion del feto. Estas alteraciones tienen lugar muy temprano
durante la gestacién y finalmente conducen a una vasodilatacion sistémica que permite
una mayor perfusién a los érganos maternos, entre los que se incluye el utero. En el
ratén, la presién sanguinea disminuye un 15%, a la vez que el rendimiento cardiaco
aumenta un 48%. Por su parte en los humanos, ademas de producirse un aumento del
rendimiento cardiaco de un 40%, se reduce la resistencia vascular sistémica en torno a
un 25-30% (Kulandavelu et al., 2006, Soma-Pillay et al., 2016).

5. LAS HORMONAS GESTACIONALES.

Durante la gestacién, la mayoria de los tejidos y 6érganos de la madre responden a
este particular estado fisiolégico, produciéndose numerosos cambios en los mismos.
Estas adaptaciones incluyen alteraciones en tamafio, morfologia, funcion y cambios en
la respuesta a sefales hormonales y metabdlicas. Dada la naturaleza dinamica del
embarazo, se requiere de una gran coordinacién en todas estas adaptaciones para
asegurar un suministro de nutrientes y oxigeno adecuados para el crecimiento del feto,
manteniendo a su vez la salud materna. En este proceso, las hormonas gestacionales
cumplen un papel clave, siendo esenciales para el mantenimiento del embarazo,
preservando un equilibrio energético dptimo entre la madre y el feto. En este sentido la
placenta presenta un papel preponderante, ya que se trata de un érgano endocrino
altamente activo durante la gestacion, capaz de secretar una gran variedad de
hormonas con efectos fisioldgicos en la madre (Baumann et al., 2002). Entre las
hormonas secretadas encontramos miembros de la familia de la prolactina (como
lactbgeno placentario y prolactina), hormonas esteroideas (como estradiol y

progesterona) y neurohormonas (como la serotonina) (Napso et al., 2018). En el
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presente estudio centramos nuestra atencion en los dos primeros grupos, ya que en
ellos se encuentran las principales hormonas encargadas de las adaptaciones del

pancreas endocrino a la prefiez.

5.1 Hormonas de la familia de la prolactina: lactégeno placentario y prolactina.

Entre las especies de mamiferos, existen diferencias en el numero y tipo de estas
hormonas expresadas por la placenta. En el ratdon, la placenta es capaz de expresar
genes que codifican para el lactégeno placentario (PL) y otros miembros de la familia de
la hormona de crecimiento (GH), mientras que la prolactina (PRL) se expresa en las
células lactotropicas de la glandula pituitaria anterior y en la decidua o endometrio, que
dara lugar a la porcién materna de la placenta. Mientras tanto en el humano, la placenta
s6lo es capaz de expresar genes que codifican para el PL, y otros miembros de la familia
de la hormona de crecimiento (GH) (Soares et al., 2007). La expresion de los distintos
miembros de la familia de la prolactina varia espacial y temporalmente en la placenta de
ratén (Simmons et al., 2008). Asi, mientras que al comienzo de la gestacion la glandula
pituitaria anterior es la encargada de producir PRL y GH, esta disminuye hacia la mitad
de la gestacion, cuando la produccion de hormonas placentarias es predominante
(Bridges, 2015). Los miembros de esta familia presentan similitudes estructurales, lo
cual les permite unirse, con distinta afinidad, al receptor de la prolactina (PRLr), miembro
de la superfamilia de receptores de citoquinas. Este receptor estda ampliamente
conservado a lo largo de la evolucion, se expresa en casi todos los tejidos y 6rganos, y
presenta una funcién clave para el establecimiento de la gestacion y el mantenimiento
de la misma. Se trata de un receptor clasificado como un receptor de citoquinas tipo 1,
el cual carece de actividad intrinseca de tirosina quinasa pero puede ser fosforilado por
proteinas asociadas. Aunque el gen de la PRLr es Unico en cada una de las especies,
el ayuste alternativo genera distintas isoformas, que son idénticas en sus dominios
extracelulares, pero difieren en la longitud y secuencia de sus dominios intracelulares
(Bole-Feysot et al., 1998, Trott et al., 2004). Tradicionalmente se habia pensado que era
necesaria la union de una molécula de prolactina o lactégeno placentario a dos
monomeros del receptor en la superficie celular para que se produjese su dimerizacion
y se activase la cascada de sefializacion. Sin embargo, estudios recientes demuestran
que la dimerizacion es independiente de ligando en estos receptores de citoquinas. Lo
que ocurre es que el ligando se une a un dimero del preformado e inicia cambios
conformacionales que llevan a la activacion del receptor (Qazi et al., 2006). A nivel

proteico encontramos una isoforma larga del PRLr (long-R), y diversas isoformas cortas

39



de PRLr (short-R). En humanos se han encontrado siete isoformas, mientras que en el
ratén se han detectado cuatro. La unién de las hormonas lactogénicas a la isoforma
larga del PRLr produce la activacién de diversas vias mediadas por quinasas, entre las
que encontramos Jak2/Stat (Janus Kinase 2/ Signal transducer and activator of
transcription), quinasas Src, PI3K/AKT (fosfatidilinositol-3-quinasa/Protein quinasa B) y
protein quinasa activada por mitdgeno (MAPK) (Figura 6). La sefializacién a través de
estas vias activa la expresion de numerosos genes relacionados con proliferacion y
diferenciacion celular. Por el contrario, disponemos de poca informacion sobre la
isoforma corta del PRLr y su regulacién. Actualmente sabemos que no es fosforilado por
tirosinas, lo que hace que no interactue directamente por ejemplo con los factores Stat,
mediando sus acciones a través de otras vias como Jak2, quinasas Src o PI3K/AKT
(Binart et al., 2010) (Figura 6).

PRL PRL

Isoforma larga Isoforma corta

Membrana
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Figura 6: Principales cascadas de sefalizaciéon activadas por la isoforma larga y la isoforma
corta del receptor de prolactina. La activacion del receptor de la prolactina (PRLR) inducida por
ligando, desencadena varias cascadas de sefalizacién. En la ruta principal, caracteristica de la
isoforma larga del receptor, intervine la tirosina quinasa Jak2, que a su vez activa a dos miembros de
la familia Stat (Signal transducer and activator of transcription), Statba y Stat5b. La via MAPK es otra
cascada importante del PRLR. En ella participan los intermediarios Shc / Grb2 / Sos / Ras / Raf,
actuando aguas arriba de las MAPK quinasas. El reclutamiento de PI3K conduce a la produccion de
fosfatidilinositol (3,4,5) — trifosfato (PIP3) a partir de fosfatidilinositol (3,4,5) —difosfato (PIP2). Como
regulador negativo de PI3K, la fosfatasa PTEN convierte PIP3 en PIP2 y Akt es captado por PIP3. La
activacion de otras vias de sefializacion ha sido descrita recientemente; entre ellas, se sabe que las
quinasas Src, activadas por Jak2, desempefian un papel importante en la proliferaciéon. Modificada de
Gorvin, 2015.
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5.2 Hormonas esteroideas: estradiol y progesterona.

La placenta es una fuente primaria de hormonas esteroideas durante la gestacion.
En esta ocasién también encontramos diferencias entre especies. En especies como los
roedores, el cuerpo luteo continda contribuyendo a la reserva de estas hormonas
circulantes, mientras que en otras especies como los humanos, la placenta sirve como
fuente principal, limitandose la produccion por parte del cuerpo luteo a las primeras
semanas de embarazo (Costa, 2016). Estas hormonas tienen un papel fundamental en
las adaptaciones del pancreas endocrino durante la gestacion, siendo importantes en
los cambios en la sensibilidad a insulina y metabolismo de la glucosa. Ademas se ha
observado que estan relacionadas con el desarrollo de enfermedades asociadas al
embarazo como la diabetes gestacional. Se ha observado que las mujeres que padecen
diabetes gestacional presentan concentraciones elevadas de progesterona y estradiol
(Branisteanu and Mathieu, 2003, Qi et al., 2017).

La progesterona (P) es una hormona crucial para el mantenimiento de la gestacion,
siendo también popularmente conocida como “hormona del embarazo”. Esta hormona
se sintetiza principalmente a partir del colesterol materno, a través de una reaccién en
dos pasos, que tiene lugar en las mitocondrias del sincitiotrofoblasto. La progesterona
ejerce acciones tanto gendmicas como no gendémicas, a través de la activacion de
diversos receptores. Los receptores nucleares de progesterona clasicos (NPR), PRa y
PR, tras la union de la progesterona, median sus acciones genémicas por medio de su
unién a elementos de DNA especificos en el promotor de genes diana. Por otra parte,
las acciones no genémicas estan mediadas por receptores de progesterona asociados
a membrana (MPR), que tras la unién de la hormona, producen la activacién de MAPK,
descenso de la produccion de AMPc y movilizacion intracelular de calcio (Goldman and
Shalev, 2007).

Los estrégenos cumplen numerosas funciones durante la gestacién (Nadal et al.,
2009). Entre estos estrégenos encontramos el 17-B-estradiol (E2). Todo ellos median
sus efectos clasicamente a través de la activacion de los receptores nucleares, ERa y
ERB (Bryzgalova et al., 2006, Takeda et al., 2003). Similar a lo que ocurre con los
receptores de progesterona, la union del estradiol a sus receptores promueve su
dimerizacion, modulando la expresion de numerosos genes. Ademas son capaces de
activar receptores de estrégenos asociados a membrana, ejerciendo acciones no-
genomicas que incluyen movilizacion de calcio intracelular, activacion de adenil ciclasa
y por tanto aumento de los niveles de AMPc y de la actividad MAPK. Como ya hemos

comentado, los niveles de E; aumentan hacia la segunda mitad de la gestacién en
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roedores, habiendo sido relacionado este hecho con el desarrollo de la resistencia a la

insulina en tejido periféricos caracteristica de este estado (Barros et al., 2009).

6. ADAPTACIONES DEL PANCREAS ENDOCRINO DURANTE LA
GESTACION: LA CELULA B.

La gestacion es un proceso dinamico y altamente coordinado que implica tanto
cambios a nivel local como sistémicos en la madre para, como hemos visto en el
apartado anterior, cubrir la demanda de nutrientes y oxigeno por parte del feto en
crecimiento. Uno de estos cambios o adaptaciones principales es la resistencia a la
insulina que de manera fisiologica se desarrolla en la madre principalmente en la
segunda mitad de la gestacion para mantener un gradiente adecuado que permita el
flujo de glucosa de la madre al feto a través de un transporte facilitado por los
transportadores GLUT a favor de gradiente. Esta alteracion en la fisiologia materna, que
se produce tanto en humanos como en ratones, requiere de toda una serie de
adaptaciones, que son especialmente relevantes a nivel del pancreas endocrino y estan
muy bien documentadas en la célula B pancreatica. A rasgos generales, podemos
clasificarlas en dos grandes grupos: adaptaciones morfolégicas y funcionales. En cuanto
a las adaptaciones morfoldgicas o estructurales se ha observado que en la segunda
mitad de la gestacién en roedores, conjuntamente con el desarrollo de la resistencia a
la insulina materna, hay un aumento de la masa de célula B en la madre, dos a tres
veces superior a la situacion fisiolégica normal (Rieck and Kaestner, 2010, Sorenson
and Brelje, 1997) (Figura 7). Esta expansién de la célula B no es una simple respuesta
al aumento de la demanda de insulina causada por la resistencia, sino que también se
produce en paralelo con el aumento de las hormonas lactogénicas, tanto pituitarias
como placentarias (Parsons et al., 1992). Los principales procesos celulares implicados
en el aumento de la masa de célula 3 son la proliferacion o divisién celular a partir de
células [ preexistentes (hiperplasia) y el aumento del tamano (hipertrofia) celular (Figura
7). La proliferacién de células f es maxima entre los dias 13-15 de gestacion (dos a
cinco veces mayor), disminuyendo paulatinamente a partir de los dias 18-19 de
gestacion (Johansson et al., 2006). A pesar de que la proliferacion parece ser el principal
mecanismo implicado en la expansion de la célula B, recientemente se han propuesto
otros mecanismos que podrian contribuir a la misma, como son cambios en los niveles
de apoptosis, asi como la neogénesis a partir de células del ducto o Ila
transdiferenciacion a partir de otros tipos celulares (Banerjee, 2018, Rieck and Kaestner,

2010). Por lo que respecta a la neogénesis, se ha sugerido que ésta pueda tener una
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posible contribucion al aumento de la masa de célula § durante la gestacion, tanto en
ratones (Abouna et al., 2010, Beamish et al., 2017, Toselli et al., 2014) como en
humanos (Butler et al., 2010). Durante la primera semana post-parto la masa de célula
B vuelve a recuperar los niveles control mediante la disminucién de la proliferacion y del
tamafio celular, al mismo tiempo que aumenta la muerte celular de las mismas. Es decir,
se produce un cambio en el ratio proliferacion/apoptosis (Rieck and Kaestner, 2010,
Scaglia et al., 1995).

Pre-gestacion — — oo, Gestacién » Postparto

(A)

Masa célula g

(B)

Proliferacién
célula p

(©)

Tamano célula g

(D)
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G2 Gé G100 G12 G14 G168 G18 G20 P4 P10

Figura 7: Dinamica de las adaptaciones de la célula B durante la prefiez en el raton. Principales
adaptaciones maternas de la célula B pancreatica a lo largo de la gestacion en el raton, donde G
representa el dia de gestacion y P el dia postparto. En la presente figura se muestra un esquema
actualizado con la dinamica de la masa de células B, el tamafio, y los procesos de proliferacion y
apoptosis. La aproximacion a la evolucion temporal y magnitud de estas variables se basa en estudios
recientes que indican que muchos de estos factores permanecen muy activos aun en G18 y G20
(Beamish et al., 2017, Huang et al., 2009, Xu et al., 2015). Modificada de Rieck and Kaestner, 2010.

Por lo que respecta a las adaptaciones funcionales, durante la gestacion, éstas se
producen en el ratén principalmente entre los dias 11 y 19 de la gestacion, volviendo al
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estado basal tras el parto. En primer lugar, cabria destacar que en las células (3
pancreaticas se produce un aumento de la sintesis de insulina, asi como un aumento
de la secrecion de insulina estimulada por glucosa (GSIS) de manera que se genera un
descenso en el umbral de estimulacion por glucosa (Bone and Taylor, 1976, Ohara-
Imaizumi et al., 2013, Sorenson and Brelje, 1997). Ademas, se produce en las células 3
un aumento del metabolismo de la glucosa, promovido por un aumento de los niveles
de transportadores de glucosa (especialmente Glut-2) y glucoquinasas (Weinhaus et al.,
1996, Weinhaus et al., 2007). Estas ultimas son enzimas que actian como sensores de
glucosa en estas células integrando los niveles de glucosa extracelular con la secrecion
de insulina, optimizando en este caso el acoplamiento estimulo-secrecion. Otra de las
adaptaciones que se producen en este tipo celular es el aumento de las proteinas de
fusion de membranas SNARE (del inglés, soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor
attachment protein receptors), implicadas en la exocitosis de los granulos de insulina
(Cunha et al., 2006).

Las hormonas gestacionales, esenciales para el mantenimiento del embarazo,
tienen un papel muy importante en la preservacioén del equilibrio energético entre la
madre y el feto. Estas hormonas, entre las que encontramos, el lactégeno placentario,
la prolactina, la progesterona y el estradiol, son las encargadas de promover las
adaptaciones en las células B pancreaticas, tanto morfolégicas como funcionales, para
hacer frente a la resistencia a la insulina desarrollada hacia el final de la gestacion.
Estudios recientes también involucran nuevos elementos en la regulacion de las
adaptaciones del pancreas endocrino durante la gestacion, como serian la serotonina y
factores de crecimiento como el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) (Baeyens
et al., 2016).

Estudios en modelos animales, en concreto roedores, han mostrado como el
crecimiento de la masa de célula B durante la gestacién, asi como la funcion
incrementada, no son simples respuestas tan solo al aumento de la demanda de insulina
por el desarrollo de resistencia a la misma, sino que se correlacionan con el aumento
en suero de los niveles de lactégenos, placentarios y pituitarios (Parsons et al., 1992,
Sorenson and Brelje, 1997). En este proceso de adaptacion de la células B son muy
importantes los receptores de prolactina (PRLr) ya que estos actuan como receptores
de las dos hormonas lactogénicas, PL y PRL (Freemark et al., 2002, Amaral et al., 2004,
Huang et al., 2009, Rawn et al., 2015, Goyvaerts et al., 2015, Moldrup et al., 1993,
Amaral et al., 2004). A nivel funcional, multiples estudios in vivo e in vitro realizados en
islotes de Langerhans han demostrado que PL y PRL aumentan la secrecién de insulina,

especialmente la GSIS, al disminuir el umbral de estimulacién por glucosa, y aumentan
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la expresion de glucoquinasas y transportadores de glucosa, al mismo tiempo que se
activa la via de biosintesis de serotonina en los islotes (Arumugam et al., 2014, Brelje et
al., 1993, Sorenson and Brelje, 1997). A nivel estructural, aumenta la proliferacion de
las células B y aumenta su supervivencia (al disminuir la apoptosis), obteniendo como
resultado un aumento de la masa de las células productoras de insulina (Brelje et al.,
1993, Huang et al., 2009), como habiamos mencionado anteriormente. Ademas, durante
la gestacion se ha observado que la expresién de PRLr esta aumentada en los islotes
de Langerhans maternos lo que favoreceria la accion de las hormonas PL y PRL,
impulsando todas estas adaptaciones. El receptor de la prolactina, que pertenece a la
superfamilia de receptores citoquinas clase-1 (Brooks, 2012), cuando se le une su
ligando, es fosforilado por la quinasa Janus 2 (JAK2), permitiendo asi el reclutamiento y
fosforilacion del Transductor de la Senal y Activador de la Transcripcion (STATS5), el cual
se moviliza hacia el nucleo donde regula la expresion de genes diana (Bole-Feysot et
al., 1998, Brelje et al., 2002). De entre los reguladores de las adaptaciones de la célula
B durante la gestacion, se ha propuesto recientemente que la serotonina desempefia un
papel en la misma, estando su funcién intimamente ligada a las hormonas lactogénicas.
Se ha observado in vivo que la expresion de los genes que codifican la enzima triptéfano
hidroxilasa 1 (Tph 1), una enzima que participa en la sintesis de serotonina, asi como la
propia serotonina se encuentran aumentadas en los islotes de ratonas gestantes. A su
vez, también se ha comprobado in vitro, que el tratamiento con lactégenos, que como
hemos visto, tienen una gran relevancia en la adaptacion de la célula B durante la
gestacion, produce el mismo aumento en la expresion de Tph 1y serotonina. Se ha visto
ademas que la prolactina aumenta la expresiéon de Tph 1 y la produccion de serotonina
en islotes de ratén in vitro, lo que sugiere que la serotonina actua aguas abajo en la
cascada de senalizacion tras el acoplamiento de los lactégenos con su receptor,
aumentando la proliferaciéon de célula B materna (Kim, H. et al., 2010). Estos resultados
han sido corroborados por estudios in vivo, donde se ha observado la importancia de la
serotonina en la expansion de la masa de célula B durante la gestacién en el raton
(Goyvaerts et al., 2016).

En cuanto a las hormonas esteroideas, progesterona y estradiol, la placenta es la
fuente principal de las mismas durante el embarazo, produciéndose una elevacion
continua de sus niveles, que es especialmente marcada con el progreso de la gestacion
tanto en humanos como en roedores, aunque en caso de estos ultimos parece que los
niveles de progesterona caen hacia el final de la gestacion (Nadal et al., 2009), no
obstante existen pocos datos al respecto. Numerosos estudios in vivo realizados en

humanos y ratones sugieren que las hormonas esteroideas tendrian un papel importante
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en los cambios en la sensibilidad a la insulina y el metabolismo de la glucosa que se
producen durante la gestacién en la madre. Se ha observado a través de estudios en
los que se lleva a cabo un clamp hiperinsulinémico-euglicémico, que la progesterona
cumple una funcioén importante al disminuir la sensibilidad materna a insulina durante el
embarazo (Kim, J. K., 2009, Leturque et al., 1984, Ryan et al., 1985). Ademas se ha
demostrado que la administracion de progesterona disminuye la capacidad de la insulina
de inhibir la produccion de glucosa en el higado, y disminuye la captacion de glucosa
estimulada por insulina por parte del musculo esquelético y tejido adiposo de animales
no prefados (Fang et al., 1997, Stelmanska and Sucajtys-Szulc, 2014). Por el contrario,
la administracion exégena de estrogenos aumenta la sensibilidad a la insulina en todo
el organismo en un estado de no prefiez (Ahmed-Sorour and Bailey, 1980). A nivel del
pancreas endocrino, y mas concretamente de la célula 3, diversos estudios sugieren
que la P actuaria de algun modo inhibiendo la proliferacién cuando es inducida a través
del PRLr en este tipo celular, al mismo tiempo que inhibiria la secrecion de las células 3
in vitro (Sorenson et al., 1993). Estos estudios han llevado a la hipétesis de que la
regulacion al alza de los niveles de progesterona al final de la gestacion e inicio del
periodo postparto, pueden ser responsables del aumento de la apoptosis, el descenso
de la proliferacion y la normalizaciéon de la masa células [3, asi como de la disminucion
de la secrecion de insulina hasta alcanzar valores basales en este periodo. Por su parte,
se ha observado que el E, ejerce un papel importante en el aumento de GSIS y
biosintesis de insulina, similares a los que se producen durante la gestacion, no teniendo
ningun efecto sobre la proliferacion de la célula 8 o la masa de la misma en situaciones
no patologicas como esta (Alonso-Magdalena et al., 2008). Cuando el estradiol es
administrado empleando concentraciones fisiolégicas, tanto in vivo como in vitro, se ha
observado que aumenta de forma importante la GSIS (Alonso-Magdalena et al., 2006),
presentando ademas de este efecto agudo, un efecto de regulacion a largo plazo de la
biosintesis de insulina (Sutter-Dub, 2002). Diversos estudios han observado que la
incubacion de islotes de Langerhans con concentraciones fisiolégicas de esta hormona,
no solo aumentan la biosintesis de insulina a través del receptor ERa, sino que también
aumentan la GSIS (Adachi et al.,, 2005, Alonso-Magdalena et al., 2006, Alonso-
Magdalena et al., 2008).

Por ultimo, existen otros elementos relacionados con las adaptaciones de la célula
B durante la gestacion como son los factores de crecimiento. Entre ellos cabe destacar
el papel del Factor de Crecimiento de Hepatocitos (HGF), cuyos niveles circulantes se
encuentran significativamente elevados durante la gestacion (Horibe et al, 1995).

Estudios in vitro e in vivo en los que se han usado cultivos primarios de células a partir
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de islotes de roedores, ratones modificados genéticamente y lineas celulares
productoras de insulina, han demostrado que HGF es un factor insulinotropico, mitégeno
de la célula B y regulador de la supervivencia de la misma (Garcia-Ocana et al., 2001,
Garcia-Ocana et al., 2003, Otonkoski et al., 1994, Vasavada et al., 2006).

7. ADAPTACIONES DEL PANCREAS ENDOCRINO DURANTE LA
GESTACION: LA CELULA a.

De entre los elementos clave para el mantenimiento y regulacion de la homeostasis
de la glucosa, ademas de la insulina, se encuentra el glucagoén. Esta hormona,
producida y secretada por las células a pancreaticas, es liberada en condiciones de
hipoglucemia promoviendo un aumento de los niveles de glucosa en plasma al estimular
la produccién de glucosa hepatica, restaurando la normoglucemia (Quesada et al.,
2008). En los ultimos anos, numerosos estudios han aportado evidencias que apoyan el
hecho de que alteraciones en la secrecién de glucagén, asi como en la masa de célula
a y su funcién, estan involucradas en la etiopatologia de la diabetes y en el desarrollo
de hiperglucemia. Se ha observado que incluso en situaciones de ausencia de insulina,
la inhibicion de la accion o secrecidn de glucagon pueden llevar a la normalizacion de
los niveles de glucosa en plasma (Gromada et al., 2018, Hughes et al., 2018, Yu et al.,
2008). Sin embargo, y a pesar de la importancia de esta poblacién celular, las
potenciales adaptaciones de la célula a pancreatica y su contribucién al mantenimiento
de la homeostasis de la glucosa durante la gestacion son practicamente desconocidas.
Al igual que la insulina, los niveles plasmaticos de glucagon presentan un patrén
dinamico a lo largo de la gestacion tanto en humanos como en animales (Luyckx et al.,
1975, Moffett et al., 2014). Algunos estudios sugieren que el glucagén juega un papel
importante en el metabolismo de las células de glucégeno (GCs) en la placenta. Estas
células constituyen una de las poblaciones celulares del trofoblasto, cuya funcion
principal es la acumulacion de glucogeno, siendo esenciales para la supervivencia del
feto (Coan et al., 2006, 2006, Perliman et al., 1988). Ademas, se ha observado que la
falta de sefializacion por parte del glucagon produce alteraciones en el ambiente
metabodlico materno en el ratéon, al mismo tiempo que causa alteraciones
fetoplacentarias (Oubhilal et al., 2012). Durante la gestacion se ha visto que la respuesta
contrarreguladora del glucagén ante una situacion de hipoglucemia se encuentra
disminuida (Canniff et al., 2006).

Todos estos datos sugieren la importancia de las células a pancreaticas y la

secrecion de glucagdén como elementos clave, junto con las células 3 pancreaticas y la
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secrecion de insulina, en el metabolismo y homeostasis de la glucosa durante la
gestacion. Sin embargo, la informacion que tenemos sobre las potenciales adaptaciones
de este tipo celular son practicamente inexistentes y mas, si se comparan con toda la
informacion de la que disponemos sobre las adaptaciones de la célula B durante la
gestacion, expuestas anteriormente. Los datos publicados hasta el momento
pertenecen a estudios donde el objetivo principal, no era el estudio de la célula q,
ofreciendo muy pocos datos sobre la misma. Uno de estos estudios propone que existe
un aumento de un 6% en el area de célula a (calculado como ratio célula a/célula 8) en
las ratonas en el dia de gestacion 14 al compararlas con las ratonas control no prefiadas
(Kharouta et al., 2009). También en otro trabajo realizado en ratén C57BL/6, en el que
se estudia un poco mas en detalle las adaptaciones morfolégicas y estructurales,
proponen que existe un aumento de la masa y tamafio de la célula a pancreética en los
dias de gestacién G14.5 y G18.5 (Xu et al., 2015). En ambos casos, los datos hacen
referencia a cambios en el area o masa de la célula a, no aportando informacion ni sobre
otros aspectos morfolégicos, ni sobre adaptaciones funcionales que afecten a la
secrecion de glucagén. Como sabemos, con el progreso de la gestacién, cuando la
demanda energética del feto en crecimiento es cada vez mayor, se desarrolla una
resistencia a la insulina en tejidos periféricos para hacer frente a este reto metabdlico.
En otros modelos de resistencia a la insulina como la obesidad, se ha observado que la
célula a pancreatica experimenta una serie de adaptaciones morfolégicas y funcionales
que contribuyen a mantener la normoglucemia en los primeros estadios, donde los
islotes de Langerhans intentan compensar la resistencia a la insulina desarrollada por
la obesidad (Merino et al., 2015). Ademas, se sabe que la diabetes mellitus gestacional
(GDM) esta asociada con un aumento de los niveles de glucagén en plasma hacia el
final de la gestacioén (Grigorakis et al., 2000) y con la falta de supresion de la secrecién

de glucagon en respuesta a glucosa (Beis et al., 2005).

Teniendo en cuenta por tanto la relevancia que la célula a pancreatica tiene en
patologias como la T2DM, asi como su implicacion en la GDM y en alteraciones
fetoplacentarias, sumado a la poca informacion disponible hasta el momento de las
adaptaciones de la misma durante la gestacion, resulta necesario un estudio detallado
como el que se expone en el presente trabajo. Es necesario conocer las potenciales
adaptaciones, tanto morfolégicas como funcionales que ocurren en este tipo celular del
islote de Langerhans, asi como la posible contribucion de las hormonas gestacionales
en la regulacién de las mismas. Esto nos permitiria tener una vision mas global de los

cambios que se producen a nivel del pancreas endocrino durante la gestacion, con el
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fin de mantener una homeostasis de la glucosa 6ptima, tanto para la madre como para

el feto, previniendo el desarrollo de GDM.

8. DIABETES MELLITUS GESTACIONAL: CONSECUENCIAS ADVERSAS
PARA LA SALUD DE LA MADRE Y LA DESCENDENCIA.

Durante la gestacion, el pancreas endocrino, como hemos detallado en los
apartados anteriores, experimenta importantes adaptaciones, tanto a nivel morfolégico
como funcional, con el fin de mantener un equilibrio entre la creciente demanda
energética del feto y el mantenimiento de los niveles circulantes de glucosa maternos
dentro de unos niveles 6ptimos. Estas adaptaciones son promovidas como respuesta a
la resistencia a insulina en tejidos periféricos que se desarrolla en la madre con el
progreso de la gestacion, e implica la participacién de las hormonas gestacionales, como
hemos comentado anteriormente. Cuando el organismo de la madre no es capaz de
adaptarse a esta disminucion en la sensibilidad periférica a la insulina, la homeostasis
de la glucosa se ve alterada, desarrollandose entonces una intolerancia a la glucosa con
la consiguiente hiperglucemia, que puede desembocar en Diabetes mellitus gestacional

(GDM, por sus siglas en inglés, gestational diabetes mellitus).

La GDM es un tipo particular de diabetes mellitus de tipo 2 (T2DM, por sus siglas en
inglés, Type 2 Diabetes mellitus), que aparece de manera transitoria durante el
embarazo, remitiendo post-parto cuando la resistencia a la insulina materna
desaparece. Este tipo particular de diabetes se caracteriza porque se identifica por
primera vez durante la gestacién, siendo su aparicién derivada de esta condicion
fisioldgica en particular. Entre los factores y marcadores de riesgo para el desarrollo de
GDM, encontramos la edad materna (siendo mayor el riesgo cuanto mayor sea la edad
materna), el sobrepeso u obesidad, aumento excesivo de peso durante el embarazo,
antecedentes familiares de diabetes, haber padecido diabetes gestacional en
embarazos previos o exceso de glucosa en la orina durante el embarazo (Hollander et
al., 2007). La prevalencia puede variar dependiendo de factores como el criterio
diagnéstico, el origen étnico (por ejemplo, aumenta en mujeres procedentes del sur y
sudeste asiatico y Latino América) y factores socio-demograficos. Actualmente la
prevalencia de la GDM, una de las complicaciones mas comunes durante el embarazo,
ha aumentado en un periodo de una o dos décadas mas de un 30% en un gran numero
de paises, entre los que se incluyen paises desarrollados, constituyendo asi una

epidemia global emergente. Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la mayor
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prevalencia media a nivel mundial la encontramos en el norte de Africa con un 12.9%
(8.4 — 24.5) de las mujeres embarazadas afectadas por esta patologia. Por el contrario,
la prevalencia media entre la poblacién europea es de 5.8% (1.8 — 22.3), la prevalencia
mas baja de GDM a nivel global (Zhu, Y. and Zhang, 2016) (Figura 8).
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Figura 8: Mapa en el que se representa la prevalencia media de diabetes gestacional. Prevalencia
media (rango intercuartil), por regién expresada en % de DMG segun datos de la OMS entre los afios

2005-2015. (Mapa generado desde: http://www.who.int/about/regions/en/).

La GDM se ha relacionado con importantes efectos negativos, tanto a corto como
a largo plazo, para la salud de la madre e incluso para la salud de la descendencia.
Cuando el organismo de la mujer y en especial el pancreas endocrino, no es capaz de
adaptarse a la resistencia a la insulina que se desarrolla de manera fisioldgica durante
la gestacion, se puede generar un ambiente hiperglucémico que afecta tanto a la madre
como al desarrollo del feto. En la madre se ha descrito que incluso en aquellos casos
en que se presentan diversos grados de intolerancia a la glucosa durante la gestacion
mas leves que los que se dan en la GDM, existe un mayor riesgo de presentar
alteraciones en la sensibilidad a la insulina, funcién de la célula B y tolerancia a la
glucosa a los 3 meses post-parto (Retnakaran et al., 2008). La GDM se diagnostica
mediante un test de tolerancia oral a la glucosa (OGTT) o una concentracién plasmatica
de glucosa en ayuno = 92mg/dl en la mujer. El diagndstico positivo de GDM por medio
del OGTT se produce cuando los valores de glucosa en sangre transcurrida 1 hora de
la carga oral de glucosa superan los 180 mg/dl o tras 2 horas exceden los 153 mg/dI

(resultados OGTT segun criterios consensuados internacionales) (Hollander et al.,
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2007). La presencia de GDM durante la gestacion supone un factor de riesgo para el
desarrollo a largo plazo de T2DM, asi como otras muchas patologias como sindrome
metabdlico y enfermedad cardiovascular entre otros. Los resultados publicados en una
revision sistematica que auna los datos de 20 estudios de investigacion muestran que
las mujeres que han padecido GDM tienen aproximadamente 7 veces mas riesgo de
padecer T2DM en un futuro que las mujeres con normoglucemia durante el embarazo
(Bellamy et al., 2009). El impacto negativo del desarrollo de GDM no se limita a la salud
materna, sino que tiene importantes consecuencias adversas para la salud del feto
durante la gestacion, asi como para la de la descendencia en la vida adulta (Farahvar
et al., 2019). A nivel fetal, el ambiente hiperglucémico en el que se desarrollan los fetos
de madres que padecen GDM aumenta el riesgo de macrosomias fetales, asi como,
hipoglucemia, hiperbilirubinemia y complicaciones respiratorias neonatales (Kc et al.,
2015, Michael Weindling, 2009). Ademas de las complicaciones en la etapa fetal o
perinatal, también se ha observado que la descendencia de gestaciones en las que se
ha desarrollado GDM, presenta un riesgo aumentado de padecer alteraciones en el
desarrollo del pancreas endocrino, asi como de la funcién de la célula B que pueden
llevar al desarrollo de obesidad, intolerancia a la glucosa y a una potencial
predisposicion de padecer T2DM en la vida adulta. Estos efectos fueron observados
tanto en humanos como en modelos animales como el ratén (Kahraman et al., 2014,
Kawasaki et al., 2018, Kelstrup et al., 2013). Un estudio poblacional multiétnico de
jévenes de entre 10-22 afios con T2DM demostré que un 30.4 % de estos jovenes
habian sido expuestos a un ambiente materno diabético durante su gestacion,
comparado con el grupo control de jovenes no diabéticos (6.3 %) (Dabelea et al., 2008).
Estudios recientes en ratén sugieren que cambios en los patrones de metilacion del DNA
en el pancreas en desarrollo de la descendencia de madres con GDM, aumentan la
susceptibilidad de padecer obesidad y T2DM en la vida adulta de los mismos (Zhu, Z.
etal., 2019). La obesidad es otra de las consecuencias adversas de la GDM. Numerosos
estudios poblacionales han demostrado que existe una fuerte relaciéon entre obesidad
infantil, atendiendo al indice de Masa Corporal (IMC), y la GDM (Philipps et al., 2011),
llegando incluso algunos de ellos a establecer una asociacion entre niveles de glucosa
en sangre materna 2130mg/dl y un mayor riesgo de la descendencia de padecer
sobrepeso u obesidad a los 3 afios, independientemente del IMC de las madres previo

al embarazo (Deierlein et al., 2011).

En definitiva, todos estos datos ponen de manifiesto la importancia de las
adaptaciones, tanto morfolégicas como funcionales, que se producen en el pancreas

endocrino durante la gestacién para compensar la resistencia a la insulina que se
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desarrolla de manera fisioldgica en la madre con el fin de asegurar un aporte energético
optimo al feto, manteniendo asimismo la normoglucemia en la madre. Cuando estas
adaptaciones no se producen o no lo hacen de forma adecuada, la madre desarrolla
una intolerancia a la glucosa que puede desembocar en una GDM, teniendo
consecuencias negativas no solo para la salud materna, sino para la de la descendencia.
Por tanto, podemos afirmar que un mayor conocimiento de las adaptaciones que se
producen en el pancreas endocrino durante la gestacion, y muy especialmente en la
célula a pancreatica, dado su gran desconocimiento, podria ayudar a mejorar el manejo
de esta enfermedad, la cual constituye un grave problema de salud publica, dado las

complicaciones y riesgos que supone tanto para la madre, como para la descendencia.

52



OBJETIVOS



= Biblioteca

N uNIVERSITAS Migwel Hernadndes




El embarazo representa un importante reto metabdlico para la madre, ya que
debe asegurar un aporte energético 6ptimo para el feto, el cual crece a medida que la
gestacién avanza, al mismo tiempo que se deben mantener unos niveles de glucosa
dentro de la normalidad, preservando una correcta homeostasis de la glucosa. Con el
fin de alcanzar este equilibrio, se producen una serie de cambios a nivel fisioldgico que
incluyen el desarrollo de resistencia a la insulina en tejidos periféricos y la consiguiente
adaptacion de la célula B pancreatica tanto a nivel morfolégico como funcional. En
aquellas gestaciones en que el pancreas endocrino no es capaz de adaptarse a la
resistencia a la insulina, se produce un desajuste en la homeostasis de la glucosa, que
puede conducir a una hiperglucemia en la madre y al desarrollo de diabetes gestacional.
El desarrollo de diabetes gestacional supone importantes efectos negativos tanto para
la salud de la madre como del feto, aumentando ademas el riesgo de padecer T2DM
tras el parto en el caso de la madre, y en la vida adulta en el caso de la descendencia,
ademas de otras enfermedades asociadas en estos ultimos como obesidad y sindrome

metabdlico.

La célula a presenta un papel clave en el mantenimiento de la homeostasis de
la glucosa. A través de la secrecion de glucagon, hormona contrareguladora de las
acciones de la insulina secretada por las células 3, el organismo es capaz de responder
a las disminuciones en los niveles de glucosa a lo largo del dia, generadas
principalmente en los periodos interprandiales y de ayuno. De esta manera,
conjuntamente con la liberacion de insulina desde las células 3, se regula la homeostasis
de la glucosa. Dada la importancia de la célula a del islote de Langerhans en el
mantenimiento de la glucemia, no es de extrafiar su implicacién en la etiologia de la
diabetes tipo 2 (Quesada et al. 2008). Igualmente, existen indicios de que alteraciones

en su funcién también podrian contribuir al desarrollo de diabetes gestacional.

Sin embargo, a pesar de la importancia de la célula a en el mantenimiento de la
glucemia y su posible implicacion en el desarrollo de la diabetes gestacional, apenas se
sabe actualmente acerca de las adaptaciones de este tipo celular durante la gestacion.
Es por ello que el objetivo global del presente trabajo consiste en la descripcion de las
alteraciones y/o adaptaciones a nivel morfolégico y funcional de la célula a pancreatica
durante la gestacion, empleando como modelo animal el raton C57BL/6. Se analizaron
aquellos periodos o dias de gestacién donde se desarrollan las principales adaptaciones
de la célula B pancreatica durante la prefiez. Como control, se utilizaron ratonas no
prefadas. Ademas, mediante el empleo de la linea celular secretora de glucagon, a-
TC1.9, estudiamos la posible implicacion de las hormonas gestacionales (PL, PRL, Py

E2) en la regulacion de las adaptaciones de la célula a durante la gestacion.
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Por tanto, los objetivos especificos del presente trabajo son los siguientes:

1. Estudiar las adaptaciones morfoldgicas y estructurales de la célula a
pancreatica durante la gestacién mediante el analisis del area y la masa
de la célula a asi como del tamafio celular.

2. Investigar los posibles mecanismos responsables de los cambios
morfoldgicos proliferacion, apoptosis, neogénesis y transdiferenciacion.

3. Analizar posibles cambios en el perfil hormonal (insulina y glucagon) y
glucemia de las ratonas prefiadas, comparandolas con las ratonas
control.

4. Determinar posibles alteraciones en la funcién de la célula a durante la
gestacidon mediante el estudio ex vivo de la secrecién estatica de
glucagon, contenido de glucagon y sefializacion intracelular de calcio, a
partir de islotes de Langerhans frescos.

5. Analizar el efecto in vitro de las hormonas gestacionales, tras una
exposicion cronica de 8 dias, sobre la proliferacion de las células de la
linea a-TC1.9, secretoras de glucagon.

6. Estudiar el efecto in vitro de las hormonas gestacionales a nivel funcional
en las células a-TC1.9 tras una exposicion cronica de 8 dias, mediante el
analisis de la secrecion de glucagon, contenido de glucagon y expresion

del gen de proglucagon Gceg.
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1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Los animales de experimentaciéon empleados para la realizacion del presente
estudio fueron ratones hembra de la cepa C57BL/6, de unas 8 a 10 semanas de edad,
suministradas por el Servicio de Experimentacion Animal de la Universidad Miguel
Hernadndez de Elche. Los animales se mantuvieron estabulados bajo condiciones
controladas y estandarizadas, con un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas, una
temperatura aproximada de 22°C y acceso a comida y agua ad libitum. Para los
experimentos in vivo y ex vivo, se establecieron como grupo control ratones hembra no
prefiadas, mientras que como grupo de estudio se emplearon ratonas prefiadas en dias
de gestacion G12.5, G15.5 y G.18.5. Tras el cruce de la hembra con el macho, se
establece la observacion del tapon vaginal como dia de gestacion GO0.5. Los
procedimientos empleados en este trabajo fueron previamente evaluados y aprobados

por el Comité de Etica de la UMH conforme a la legislacién estatal y europea vigente.

2. AISLAMIENTO DE ISLOTES DE LANGERHANS.

Para la obtencion de los islotes de Langerhans, la eutanasia de los animales se llevé
a cabo mediante dislocacion cervical. Tras la esterilizacién del area a intervenir con
etanol al 70%, se practicé una laparotomia media completa, dejando al descubierto la
cavidad abdominal del ratén. A continuacion, se retiraron las visceras, asi como los
I6bulos hepaticos, dejando accesible el conducto biliar comun o colédoco, que resulta
de la convergencia del conducto hepatico comun con el conducto cistico, y que termina
en el duodeno. Antes de desembocar en el duodeno, confluye con el conducto
pancreatico principal, constituyéndose asi el conducto hepatopancreatico. Para llevar a
cabo la canulacion del colédoco, se realizd una ligadura en la parte mas distal del mismo,
quedando obstruida la comunicaciéon con el duodeno. A continuacién, se realizé una
pequena incision con la ayuda de unas microtijeras en la parte mas proximal,
permitiendo la entrada de una aguja (calibre 30G — largo 12mm) acoplada a una jeringa
de 5 ml. La jeringa se cargd previamente con 5 ml de solucion de aislamiento con 0.5
mg/ml de enzima colagenasa (tipo V; Sigma, Madrid, Espana) y se perfundio el pancreas
hasta que éste aumenté su volumen, hasta alcanzar su capacidad maxima. La
composicion de la solucién de aislamiento (en mM) fue la siguiente: 115 NaCl, 5 KCI, 10
NaHCOs;, 1.1 MgClz, 1.2 NaH,CO4, 2.5 CaCl,, 25 HEPES, 5 glucosa, y 0.25% BSA,
ajustado a pH=7 4.
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Tras perfundir toda la soluciéon con colagenasa se procedio a aislar el pancreas y
extraerlo del cuerpo del animal. Para ello y con ayuda de unas tijeras, se procedio a
liberarlo de todas las adherencias a otros 6rganos proximos y se introdujo en un falcon
de 15 ml, cubriéndolo con una pequefia cantidad de solucién con colagenasa.
Seguidamente se introdujo en un bafio a 37°C para activar la digestién enzimatica y asi
producirse la liberacion o separacion de los islotes de Langerhans del tejido exocrino.
El tiempo de digestion se valoré en cada experimento visualmente, ya que este puede
variar en funcion del lote de la enzima. Una vez transcurrido este tiempo, la reacciéon
enzimatica se paré adicionando solucién de aislamiento fria, y se conservo el tubo en
posicién vertical en hielo hasta que se produjo la precipitacién de la porcion celular del
disgregado. La primera fraccién, el sobrenadante, se descartd, ya que no contiene
islotes pancreaticos, mientras que el pellet obtenido se resuspendié con solucion de
aislamiento y se procedi6 a la recuperacion de los islotes de Langerhans en placas de
Petri estériles, con la ayuda de una lupa binocular y una micropipeta. Una vez
recolectados los islotes, se realizaron lavados sucesivos en solucion de aislamiento
fresca, con el fin de eliminar los posibles restos de tejido exocrino que pudiesen quedar
adheridos a los mismos. Los islotes de Langerhans se dejaron recuperar como minimo
una hora en un incubador a 37°C de temperatura y una atmaésfera de CO- del 5%, antes

de realizar con ellos cualquier procedimiento experimental.

3. IMAGEN DE CALCIO: MICROSCOPIA CONFOCAL.

El estudio de las sefales intracelulares de calcio en las células a se realizd
empleando un sistema de microscopia confocal. Las principales caracteristicas que
distinguen este sistema de un sistema de microscopia de fluorescencia convencional,
es que este presenta como fuente de iluminacion un laser de argén con una Unica
longitud de onda de excitacion de 488 nm, a diferencia de la ldampara de mercurio
normalmente empleada en un sistema 6ptico convencional. El sistema confocal permite
realizar sucesivos escaneos o barridos de la muestra con el laser facilitando estudiar
zonas concretas de la misma. Ademas, presenta un sistema de diafragma o pinhole,
que consiste en una apertura de diametro regulable situada delante del fotomultiplicador
que permite la deteccién de senales de fluorescencia situadas en el plano focal,
bloqueando la luz procedente de areas que se encuentran por encima o por debajo de
la region enfocada. De este modo, podemos ser capaces de regular el grosor de la
seccion optica a estudiar, obteniendo una mayor resolucion y contraste que con la

microscopia de fluorescencia convencional.
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Para llevar a cabo el registro de las senales intracelulares de calcio de células a
individuales en islotes de Langerhans aislados, estos se obtuvieron como se describe
en el apartado anterior. Una vez aislados, se dejaron recuperar en el incubador a 37°C
en 2 ml de medio de aislamiento durante una hora. A continuacién, se pasaron a una
placa con el mismo volumen de medio de aislamiento al que se le habian afiadido 4 pl
de sonda fluorescente FLUO-4/AM (acetoximetil éster) (Molecular Probes, Holanda)
reconstituida en DMSO (Sigma, Madrid, Espafa), hasta obtener una concentracion
stock de 2 mM, siendo la concentracion final de la sonda en la placa de 4 yM. Esta
sonda presenta un grupo éster que permite que la forma esterificada lipofilica penetre a
través de las membranas celulares. Una vez en el interior celular, queda retenida en el
citosol gracias a la hidrdlisis de los grupos AM que realizan las esterasas. Este
procesamiento le dota de una carga negativa, impidiendo que vuelva a difundir hacia el
exterior celular. Ademas, otra particularidad que ofrece una gran ventaja es que su forma
unida a calcio exhibe un gran incremento en la emision de fluorescencia (> 100 veces),
permitiendo una gran sensibilidad de deteccion. La carga de los islotes con la sonda se
realizé durante al menos una hora a temperatura ambiente, en una atmdésfera humeda
y expuestos de forma constante a carbogeno (95% Oz y 5% CO3). Una vez cargados se
transfirieron a una camara de registro que presenta un cubreobjetos tratado con poli-L-
lisina, montada sobre una placa termostatizada para mantener la solucién de perfusion
dentro de la camara a una temperatura constante de 37°C. La poli-L-lisina carga
positivamente la superficie del cubreobjetos, generando un dipolo con la membrana
plasmatica de la célula (con carga negativa) que permite la inmovilizacion del islote.
Durante el experimento, los islotes fueron perfundidos a una velocidad constante, con
una solucion compuesta por (en mM): 120 NaCl, 5 KCI, 25 NaHCOs3, 1.1 MgCl, 2.5
CaCl,. En todo momento la solucién de perfusion se mantuvo gaseada con carbégeno

para mantener un pH igual a 7.4.

Los elementos que componen el sefup empleado para el registro de las sefnales de
calcio intracelular fueron un microscopio invertido Axiovert 200M (Zeiss) acoplado con
un modulo confocal (Zeiss LSM 510) y un laser de argén con una longitud de onda de
excitacion de 488nm. La monitorizacion de la sefial se realizé con un objetivo 40x Plan
NeoFluar (Zeiss; 1.3 de apertura numérico e inmersién en aceite). La sefial de
fluorescencia emitida se hizo pasar por un filtro con paso de banda de 506-560 nm. Las
células a monitorizadas de forma individual se tomaron de una seccion horizontal del
islote de 9um de espesor. Asimismo, fueron tomadas imagenes con una frecuencia de

2 imagenes/segundo y una resolucion digital de 256x256 pixeles. Los registros se
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expresaron en unidades arbitrarias (u.a.) de fluorescencia emitida empleando el

software ZEN 2009 (Zeiss) para su procesamiento.

Se emplearon concentraciones de glucosa estimulatorias (0.5mM) y no
estimulatorias (11mM) para las células a (Nadal et al., 1999, Quesada et al., 1999), con
el fin de monitorizar la sefal de calcio de las mismas en respuesta a distintas
concentraciones de glucosa. Las células a fueron identificadas en la periferia del islote
mediante su senal oscilatoria caracteristica a baja glucosa, empleando como elemento
adicional, para la identificacion de este tipo celular, la adrenalina (10pM) (Hamilton et
al., 2018). Dado que existen células a que responden a adrenalina y otras que no lo
hacen, el criterio principal seguido fue la identificacion del patron oscilatorio
caracteristico de la célula a a 0.5 mM glucosa, seguido por su inhibicion a alta glucosa,
11 mM.

4. DETERMINACION DE LA SECRECION Y CONTENIDO DE GLUCAGON.

4.1 Secrecion estatica de glucagon.

Una vez se llevo a cabo el aislamiento de los islotes de Langerhans de hembras
control y hembras prefadas G18.5, por el método descrito anteriormente, se realizaron
grupos homogéneos de 15 islotes por cada animal, para cada uno de los estimulos, en
placas de 24 pocillos. Se realizé una preincubacion de una hora a 37°C, en 500 pl de
medio de secrecidn con baja concentracion de glucosa (0.5 mM) y 0.1% BSA, siendo la
composicion del medio la siguiente (en mM): 140 NaCl, 4.5 KClI, 1 MgCly, 2.5 CaCl,y 20
HEPES; pH=7.4. Transcurrido el tiempo de preincubacion, se transfirieron los islotes en
5 pl de medio a otra placa con 300 pl de medio de secrecidn por pocillo con los estimulos
correspondientes: baja glucosa (0.5 mM), alta glucosa (11mM) y baja glucosa (0.5 mM)
mas 10 nM insulina. El periodo de secrecion se prolongd una hora a 37°C y una
atmosfera de CO; del 5%, parando la reaccion transcurrido este tiempo tras disminuir la
temperatura de la placa al depositarla sobre hielo durante 15 minutos, y se extrajo el
sobrenadante para la medida de glucagon liberado. El medio de secrecion se recogio
en viales de vidrio con 15 ul de aprotinina y se almacenaron a -80°C hasta su posterior
cuantificacién de los niveles de glucagén. Para la determinacion del contenido de
glucagon, se recogieron los islotes en un volumen total de medio de 5 ul y se transfirieron
a un tubo eppendorf con 20uL de buffer de lisis (75% EtOH, 24,6% H-0 destilada y 0,4%
HCI al 30%) y 1ul de aprotinina (20 mg/l) (Sigma, Madrid, Espaia). Se dejaron en

agitacién toda la noche a 4°C, para favorecer el lisado completo de los mismos.
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Transcurridas unas 12-18 horas se procedioé a centrifugar las muestras a 14000 rpm
durante 4 minutos a 4°C, recogiendo el sobrenadante y conservandolo a -20°C hasta su

posterior analisis.

4.2 Determinacion de la secrecion y contenido de glucagon.

La cuantificacion del contenido de glucagon de los islotes, asi como la cantidad de
hormona secretada por los mismos, se realizé6 mediante el kit Mercodia Glucagon ELISA
(Mercodia AB, Uppsala, Suecia). Siguiendo minuciosamente el protocolo indicado por el
fabricante, se empled un volumen de muestra de 25 pl, teniendo que diluir las muestras
para que los valores se ajustaran al rango de deteccion del kit (1 pmol/l), siendo la
dilucion para las muestras de secrecion de 1:100 y la de las muestras de contenido
1:2500. La absorbancia fue medida a 450 nm en un espectrofotometro iMark Microplate
Reader (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

4.3 Cuantificacion de la proteina total.

Para llevar a cabo la cuantificacion de la proteina total contenida en los islotes se
empled el método Bradford, cuyo principio se basa en la formacién de un compuesto de
adsorcion de coloracion azul entre los residuos de aminoacidos basicos de las proteinas
y el colorante azul Coomassie. La absorbancia se mide a 595 nm vy la intensidad de la
absorcion depende del contenido de aminoacidos basicos y aromaticos. En primer lugar,
se realizé una recta patron con concentraciones crecientes de BSA a partir de un stock
de 1 mg/ml: 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 mg/ml. La cuantificacién se realizé empleando 10
pI del lisado celular (dilucion 1:10), al que se le afiadieron 200 ul de reactivo de Bradford.
Se realizé una incubaciéon a temperatura ambiente de 5 minutos para que la reaccion se
produjera, y a continuacion, se procedio a la lectura de las absorbancias a 595 nm en

un espectrofotometro iMark Microplate Reader (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

5. DETERMINACION DE VALORES SANGUINEOS.

En primer lugar y previo a la obtencién de un volumen de sangre mayor para las
distintas determinaciones hormonales, se obtuvo una pequefia muestra de sangre

procedente de la cola para la medicidn de la glucemia, empleando un glucémetro Accu
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Check® (Roche, Roche, Mannhein, Alemania). Una vez medida la glucemia, la
obtencion de las muestras sanguineas se realizo por medio del siguiente procedimiento.
Para la obtencién de volumenes pequefios (aproximadamente 200 ul), no se requirié la
eutanasia del animal, obteniendo la muestra sanguinea tras la puncion de la vena safena
de la pata. Para la obtencién de muestras de plasma sanguineo, se emplearon tubos
con heparina (Microvette®; Sarstedt, Alemania), que por un sistema de capilaridad
permiten recoger pequefios volumenes de sangre. Tras la recoleccion de la muestra
sanguinea, los tubos fueron centrifugados a 4°C, durante 9 min a 7000 rpm,
recolectando a continuacion el sobrenadante que se corresponde con el plasma
sanguineo. En el caso de las muestras destinadas a la medicion de los niveles
sanguineos de glucagén, se suplementaron con aprotinina (20 mg/l) (Sigma, Madrid,
Espafa), necesaria para evitar la protedlisis de dichas hormonas. Una vez recolectadas

las muestras, estas se almacenaron a -80°C hasta su posterior analisis.

Para la medicion de los niveles de las hormonas implicadas en la regulacion de la
glucemia se empled la técnica de ELISA, acrénimo del inglés Enzyme-Linked Immuno
Sorbent Assay. El principio de esta técnica consiste en la utilizacion de antigenos o
anticuerpos especificos conjugados con una enzima, y adheridos a la superficie de un
soporte (placa 96 pocillos). La reaccién antigeno-anticuerpo se revelara al anadir un
substrato especifico produciendo una reaccién colorimétrica, cuantificable mediante
espectrofotometria. De este modo, el andlisis de los niveles de insulina y glucagén, se
llevd a cabo por medio del kit ELISA (Crystal Chem Inc., Elk Grove Village, IL, USA)
especifico para cada hormona, siguiendo con precision las instrucciones indicadas por
el fabricante en cada caso. Los volumenes de muestra variaron en funciéon del kit
empleado, utilizando para ambas muestras de plasma. La longitud de onda a la cual se

lleva a cabo la lectura de las absorbancias fue de 450/655 nm.

6. ESTUDIO HISTOLOGICO.

El primer paso para llevar a cabo el estudio histolégico del pancreas, fue la
extraccion de los mismos por medio de cirugia tras la eutanasia del animal. Los
pancreas fueron fijados con una solucién fria de paraformaldehido al 4% (Sigma,
Madrid, Espana) durante 20 horas a 4°C, siendo a continuacion transferidos a PBS
también frio, realizando como minimo dos pases a PBS antes de embeber los pancreas
en parafina. Los pancreas fueron pesados en una balanza de precisién antes de

comenzar la deshidratacion de los mismos.
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La deshidratacion de los pancreas se realizé mediante la inmersién de estos en
etanol de graduacion creciente: 1 hora en etanol 70%, 2 horas en etanol al 90% y 3
horas en etanol absoluto. Se cambio cada hora la solucién. A continuacion, se realizaron
dos inmersiones de 30 minutos cada una en xileno y se transfirieron a una placa con
parafina a 65°C en la estufa durante 2 horas. Una vez transcurridas las dos horas se
pasaron a una placa con parafina nueva y se dejaron toda la noche dentro de la estufa.
Finalmente, se formaron los bloques de parafina empleando unos cassetes de plastico
que nos permiten fijar o acoplar los bloques en el micrétomo (modelo RM2245, Leica,
Alemania) para su posterior corte. El grosor de los cortes de tejido fue de 5 um,
realizando cortes en 3 secciones distintas del pancreas, separadas cada una de ellas
por una distancia de 200 um. Los cortes se recogieron empleando portaobjetos tratados
con 3-triethoxysilylpropylamine (TESPA), para asegurar una mejor adhesion del tejido
al mismo, en un bafio calefactado a unos 40-50°C. Los cortes de tejido se dejaron secar

a 37°C durante la noche en la estufa.

6.1 Inmunohistoquimica de glucagén en tejidos parafinados.

Con el fin de poder realizar el estudio histolégico del pancreas endocrino se procedio
a realizar una tincién inmunohistoquimica para identificar las células positivas para
glucagon en cortes de tejido parafinado. Para ello se realizé el siguiente protocolo. En
primer lugar, para desparafinar las muestras, éstas se introdujeron en la estufa a 65°C
durante 30 minutos y transcurrido ese tiempo se sumergieron en xileno durante 30
minutos, cambiando de cubeta cada 10 minutos. Una vez eliminada la parafina se
procedié a rehidratar los cortes sumergiéndolos en cubetas con etanol en orden
decreciente de graduacioén: absoluto durante 5 minutos (x2), 95% durante 5 minutos
(x2), 70% durante 10 minutos. Seguidamente se pasaron a una cubeta con agua
destilada durante dos minutos y a continuacién a una con PBS durante 5 minutos. Para
el desenmascaramiento de antigeno se sumergieron las muestras en buffer citrato
hirviendo (8.2% de trisodio citrato dihidratado (100 mM) y 1.8% de citrato acido (100
mM) en agua destilada), con una concentracion final de 10 mM a pH=6, durante 20
minutos. Se dejaron enfriar las muestras durante 1 hora, se delimité el tejido con pap-
pen y se realizaron dos lavados de 5 minutos con PBS. A continuacién se llevaron a
cabo dos bloqueos. En primer lugar se bloqued la peroxidasa endégena al sumergir los
cortes en una solucion de H>O, al 3% en metanol al 50% durante 30 minutos a
temperatura ambiente, seguido de dos lavados de 5 minutos con PBS. En segundo lugar

se bloquearon las uniones inespecificas empleando una solucién de BSA al 3% durante
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1 hora. Como anticuerpo primario se utilizé Anti glucagon rabbit (Monosan, Uden, Paises
Bajos), dilucion 1:100 en solucion BSA al 3%. Este se incubd durante toda la noche a
4°C. Posteriormente, se realizé un lavado de 30 minutos en PBS. Por otro lado, como
anticuerpo secundario se emple6 Biotin anti-rabbit IgG (H+L) (Zymed, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA), dilucion 1:200 en solucién BSA al 3%, incubando las
muestras durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se realizé un lavado
con PBS de 40 minutos. Finalmente, y con el fin de identificar las células a (a través del
marcaje de su hormona, el glucagon), se usé en primer lugar el kit Vectastain ABC
(Avidin-Biotin Complex) (Vector laboratorios, Burlington, ON, Canada) para marcar las
muestras, biotiniladas gracias al anticuerpo secundario, durante 1 hora a temperatura
ambiente. Se empled para el revelado posterior una solucion 3’-diaminobencidina (DAB)
(Agilent Dako, Santa Clara, CA, USA) con la que se cubrieron los cortes de tejido,
ajustando el tiempo de revelado y comprobando la intensidad de la tincion en un
microscopio. Seguidamente, las muestras se lavaron con agua destilada. Para la tincion
de los nucleos se empled Hematoxilina, lavando posteriormente las muestras con agua.
Finalmente, previo al montaje de las muestras, se procedi6 a la deshidratacién de las
mismas. Para ello, los portaobjetos se sumergieron en una bateria de alcoholes en
orden creciente de graduacién (70% durante 2 minutos, 95% durante 2 minutos y 100%
durante 2 minutos (x2)). A continuacién, se sumergieron en xileno durante 10 minutos
dos veces. El montaje se realizé empleando el medio de montaje Vitro-clud (Deltalab,

Barcelona, Espana).

6.2 Cuantificacion del tamaio celular, masa y area de célula a.

Tras la tinciébn por inmunohistoquimica, se tomaron imagenes las secciones
pancreaticas usando una camara Kappa ACC1, integrada en un microscopio Nikon
Eclipse TE200. Empleando un objetivo 4X, se adquirieron imagenes de todo el tejido
pancreatico para determinar posteriormente el area total del pancreas. Asi mismo,
empleamos un objetivo 20X para fotografiar los islotes de Langerhans con el fin de
analizar el area de célula a presente en el pancreas. Para la cuantificacion de los
distintos parametros morfolégicos empleamos el programa MetaMorph® Analysis
Software (Nashville, TN, USA), analizando las imagenes tomadas de dos secciones

distintas por animal, y un total de cinco animales de cada grupo.
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6.3 Proliferacion de la célula a.

El estudio de proliferacion de la célula a se realizé empleando el antigeno nuclear
ki67. Ki67 es una proteina nuclear presente durante todas las fases activas del ciclo
celular (G1, G2, S y mitosis), no encontrandose en aquellas células en estado
quiescente (G0). Ademas el contenido de esta proteina aumenta de forma muy
significativa durante la progresién de la fase S del ciclo celular. Se empled la tincion
inmunohistoquimica para el estudio de proliferacion se realizé con el Kit EnVision GI2
Doublestain System, Rabbit/Mouse (DAB+/Permanent Red) (Agilent Dako, Santa Clara,
CA, USA), que nos permitio realizar una tincién doble empleando anticuerpos frente a

glucagon y Ki67.

Para llevar a cabo dicha técnica, seguimos las instrucciones indicadas por el
fabricante del kit. Previamente desparafinamos los cortes de tejido y realizamos una
rehidratacion de los mismos, seguida de un proceso de desenmascaramiento de
antigenos o retrieval empleando tampén citrato 10 mM y pH=6, llevandolo a ebullicion
en un microondas. Los anticuerpos empleados fueron: Monoclonal Anti-glucagon: Clone
K79bBLO (Sigma, Madrid, Espafia) con una dilucién 1:1000 y Anti-Ki67 (D3B5) Rabbit
mAb (Cell Signaling Technology, Danvers, MS, USA) con una dilucion 1:400.
Finalmente, se obtuvieron imagenes de los islotes empleando el microscopio Nikkon
anteriormente mencionado y las imagenes se analizaron utilizando el programa
MetaMorph®, encontrando las células positivas para glucagén marcadas en rosa y los

nucleos de células en proceso de proliferacion, positivas para ki67, marcadas en marron.

6.4 Apoptosis de la célula a.

La apostosis de la célula a en muestras de tejido parafinado fue analizada por medio
del ensayo TUNEL (Roche Diagnostics, USA). Los ensayos TUNEL (de sus siglas en
inglés, terminal desoxinucleotidil transferasa dUTP nick end labeling) son un método
valioso para detectar la fragmentacion del DNA, que es un sello distintivo de la apoptosis
o muerte celular programada. En un ensayo TUNEL, una enzima conocida como
desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT) identifica mellas, o puntos de fragmentacion,
en el DNA de la muestra. TdT cataliza la adicion de nucleétidos dUTP que se han

marcado previamente, para la deteccidn posterior.
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El procedimiento de desparafinizacion, rehidratacion y desenmascaramiento del
antigeno de las muestras se llevo a cabo siguiendo el protocolo descrito en el apartado
6.1 de Material y Métodos. A continuacion se procedié a la permeabilizacion de los
tejidos con Tris HCI 0.1 M durante 20 minutos. En paralelo se selecciond una muestra
como control positivo, tratando la misma con 500 pl de Tris HCI 50 mMy 30 pl de DNasa
| recombinante. Posteriormente se realizaron 3 lavados consecutivos con PBS. Para el
marcaje de las células apoptoticas se usé la mezcla del kit TUNEL, siguiendo las
instrucciones del fabricante, incubando durante 1 hora a 37°C en oscuridad y atmésfera
himeda, seguido de 3 lavados con PBS. A continuacion, se llevo a cabo el bloqueo de
uniones inespecificas con BSA al 3% durante una hora seguida de la incubacion con el
anticuerpo primario anti glucagén de conejo empleado en el apartado 6.1 de Material y
Métodos (1:100). Tras lavar con PBS se incubaron las muestras con el anticuerpo
secundario durante dos horas a temperatura ambiente y oscuridad. En este caso al
tratarse de un marcaje por inmunofluorescencia, se usé el anticuerpo Alexa Fluor® 546
goat anti-rabbit IgG (H+L) (Life technologies, Carlsbad, CA, USA), dilucién 1:500 y en
presencia de 0.3% de suero de cabra. Seguidamente se lavaron las muestras con PBS
3 veces y se marcaron los nucleos con Hoechst 33342 (Molecular Probes, Barcelona,
Espanfa), dilucién 1:1000 durante 15 minutos a temperatura ambiente. Tras este tiempo
se realizaron 3 lavados mas con PBS vy finalmente las muestras se montaron con
ProLong® Gold Antifade Reagent (Invitrogen, Barcelona, Espafia). La cuantificacion del
porcentaje de células apoptdticas se llevd a cabo empleando un microscopio de

fluorescencia Zeiss Axiovert 200 y un objetivo de inmersion 40X.

6.5 Neogénesis de la célula a.

El estudio de neogénesis en la célula a se realizé en cortes de tejido parafinado
empleando como marcador del origen ductal de las células el anticuerpo pan-
Cytokeratin (C11): sc-8018 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), que esta
recomendado para la deteccion de las citoqueratinas 4, 5, 6, 8, 10, 13 y 18. Las muestras
fueron desparafinadas y rehidratadas tal y como se indica en el apartado 6.1 de Material
y Métodos. A continuacion, se procedié al desenmascaramiento de los antigenos de
superficie. En este caso se sumergieron las muestras en tampon citrato 10 mM y pH=6,
sin llegar nunca a ebullicién en el microondas, durante 14 minutos. Seguidamente, los
cortes fueron cubiertos por tripsina (0.5 mg/ml) durante 30 minutos a 37°C. Previamente,
a la incubacion con los anticuerpos primarios, se realizé un bloqueo con BSA al 3% y un

5% de suero de cabra. Los anticuerpos primarios empleados se incubaron por separado
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durante la noche a 4°C. En el dia uno del protocolo, se incubd con el anticuerpo primario
pan-Cytokeratin (C11): sc-8018 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), con una
dilucion 1:300, empleando como anticuerpo secundario Alexa Fluor® 488 goat anti-
mouse IgG (H+L) (Life technologies, Carlsbard, CA, USA), con una dilucion 1:500 y en
presencia de 1% de suero de cabra durante 2 horas. En el segundo dia se incub6 con
el anticuerpo primario anti-glucagon rabbit (Monosan, Uden, Paises Bajos), a una
dilucion 1:100, empleando como anticuerpo secundario Alexa Fluor® 546 goat anti-
rabbit 1IgG (H+L) (Life technologies, Carlsbard, CA, USA), a una diluciéon 1:500 y en
presencia de 1% de suero de cabra durante 2 horas. Para marcar los nucleos y montar
las muestras se siguieron los mismos pasos que en el apartado anterior. Tras la
incubacién con los anticuerpos o tratamiento con cada uno de los compuestos
empleados en dicho protocolo se realizaron 3 lavados consecutivos con PBS de 10
minutos cada uno. Las imagenes de los islotes de Langerhans, asi como de las células
positivas para glucagon aisladas se tomaron en un microscopio Zeiss Axio Observer Z1
implementado con la tecnologia para realizar secciones opticas ApoTome de Zeiss y un
objetivo de inmersion 40X. Posteriormente se llevd a cabo su analisis por medio del

programa MetaMorph®.

6.6 Estudio de transdiferenciacion.

El estudio de transdiferenciacion se llevé a cabo en tejido pancreatico parafinado
procedente de hembras control no prefiadas, asi como hembras en dia de gestacion
G18.5. Para ello, se realizé6 un marcaje bihormonal de insulina y glucagén por
inmunofluorescencia para detectar y estudiar la colocalizacion de ambas hormonas en
las células de los islotes de Langerhans. Se analizaron un total de 6 secciones
procedentes de 3 ratones diferentes por cada uno de los grupos: control y G18.5. En
primer lugar, se procedié a desparafinar las secciones pancreaticas, seguido de la
rehidratacion de las mismas, siguiendo los pasos 1y 2 descritos en el apartado 6.1 de
Materiales y Métodos. A continuacion se llevé a cabo el desenmascaramiento de
antigenos empleando tampodn citrato (12 mM y pH=6) calentado en el microondas hasta
que empiece a hervir durante 10 minutos. Seguidamente se dejaron enfriar las muestras
de 30 minutos a 1 hora y se marco el limite del tejido con el marcador hidrofébico pap-
pen. Previo a la adicién de los anticuerpos primarios se llevé a cabo un bloqueo de
uniones inespecificas con BSA al 3% durante 2 horas a temperatura ambiente. Los
anticuerpos primarios empleados fueron Anti-insulin rabbit a una dilucién 1:100 (Santa

Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), y Anti-glucagon mouse a una dilucion 1:100
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(Sigma, Madrid, Espafia), incubandolos durante toda la noche a 4°C. En cuanto a los
anticuerpos secundarios, se utilizaron Alexa Fluor® 488 Goat anti-rabbit IgG (H+L) (Life
technologies, Carlsbard, CA, USA), a una dilucién 1:500 en presencia de 0.5 % de suero
de cabra para la insulina y Alexa Fluor® 546 goat anti-mouse IgG (H+L) (Life
technologies, Carlsbard, CA, USA), a una dilucion 1:500 en presencia de 0.5 % de suero
de cabra para el glucagoén. Los anticuerpos secundarios se incubaron durante 2 horas
a temperatura ambiente. Tras cada incubacién con los anticuerpos ya sean primarios o
secundarios se realizan 3 lavados consecutivos de 10 minutos con PBS en agitacion.
Tras la incubacion con los anticuerpos primarios y secundarios los nucleos celulares se
marcaron con Hoechst (10 mg/ml) empleando una concentracién 1:1000 durante 15
minutos a temperatura ambiente. Finalmente se realizaron 3 lavados con PBS de 10
minutos cada uno en agitacion y las muestras se montaron con Prolong Gold Antifade
Reagent. Las imagenes fueron tomadas con un microscopio confocal Leica SPE Il y un

objetivo de inmersion 40X.

7. CULTIVO CELULAR DE a-TC1.9: EXPOSICION A HORMONAS
GESTACIONALES.

a-TC1 clon 9 (ATCC, Manassas, VA, USA) es una linea celular de células a
pancreaticas productoras de glucagon, clonadas a partir de la linea celular a-TC1. Esta
ultima fue derivada de un adenoma creado en un ratén transgénico que expresa el SV40
large T antigen, un oncogén bajo el control del promotor de preproglucagon de rata. A
pesar de que la linea celular parental a-TC1 produce glucagdén y cantidades
considerables de insulina y preproinsulina RNAm, el clon 9 estda mucho mas diferenciado

y produce exclusivamente glucagon.

La linea celular a-TC1.9 fue empleada como modelo para el estudio de las
adaptaciones de la célula a tras la exposicién cronica a las principales hormonas
responsables del mantenimiento de la gestacion, siendo estas hormonas clave en las
adaptaciones de la célula B pancreatica durante el embarazo. El cultivo celular se realizé
empleando el medio DMEM sin rojo fenol (Invitrogen, Barcelona, Espana),
suplementado con 2 mM L-glutamina, 1.5 g/l NaHCO3, 10% FBS inactivado, 15 mmol/I
HEPES, 0.1 mmol/l de aminoacidos no esenciales y glucosa hasta alcanzar una
concentracion de 3 g/l. La concentracion celular inicial empleada para realizar los
experimentos fue de 100.000 células por pocillo/cubreobjetos. Las células fueron
tratadas durante 8 dias (cambiando el medio cada 48 horas) con las distintas hormonas

gestacionales por separado, empleando en cada caso las siguientes concentraciones:
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500 ng/ml de lactégeno placentario, 500 ng/ml de prolactina, 100 ng/ml de progesterona
y 100 pM de estradiol. Como vehiculo se usé 0.0005% de DMSO. La concentracion de
hormonas empleadas se basan en los rangos fisiolégicos que podemos encontrar
durante la gestacioén en el raton, habiendo sido empleadas en estudios previos (Barkley
etal., 1979, Goyvaerts et al., 2015, Soares and Talamantes, 1982, Sorenson et al., 1993,
Virgo and Bellward, 1974).

7.1 Estudio de proliferacion: marcaje con BrdU.

En los experimentos para el estudio de la proliferacién, tras 7 dias de tratamiento
con las hormonas gestacionales, las células (sembradas en cubreobjetos) fueron
expuestas durante 24 horas a una concentracion 10 uM de bromodeoxiuridina (BrdU),
nucleodtido sintético analogo a la timidina que es incorporado al DNA durante la fase S
de la mitosis celular, permitiendo detectar las células que estan sufriendo un proceso de
replicacién mediante un marcaje fluorescente. Transcurridas las ultimas 24 horas de
tratamiento, las células fueron lavadas con PBS vy, posteriormente, fijadas con
paraformaldehido al 4% durante 5 minutos. Tras la fijacion las células fueron tratadas
para permitir la permeabilizacién de las membranas y la unién del anticuerpo primario al
BrdU. Para ello, se trataron las células durante 30 minutos con etanol al 70% y 4C° de
temperatura. Posteriormente, se realizaron 3 lavados consecutivos con PBS de 10
minutos cada uno. A continuacion, las muestras fueron tratadas con HCI 2N durante 20
minutos a temperatura ambiente seguido del tratamiento con borato 0.1 M durante 15
minutos. Se procedié al lavado de las muestras con PBS, seguido del bloqueo de
lugares de union inespecificos del anticuerpo empleando BSA al 3% durante 2 horas a
temperatura ambiente. Tras el bloqueo, las células fueron incubadas con el anticuerpo
primario Monoclonal Mouse Anti-Bromodeoxyuridine (Agilent Dako, Santa Clara, CA,
USA) a una concentracién 1:100 en presencia de 3% BSA, durante toda la noche a 4°C.
Tras la incubacion con el anticuerpo primario se procedio al lavado de las muestras con
PBS, tres lavados consecutivos de 10 minutos cada uno. Seguidamente se incubaron
las células durante 2 horas a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario Alexa
Fluor® 488 goat anti-mouse IgG (Life technologies, Carlsbad, CA, USA), a una diluciéon
1:500 y en presencia de 1% de suero de cabra en BSA. Tras los lavados con PBS, las
células fueron tratadas con yoduro de propidio para marcar los nucleos celulares, a una
dilucién 1:1000 en PBS durante 1 minuto. Finalmente, se procedi6é al lavado de las
muestras y al montaje de las mismas con Prolong Gold Antifade Reagent (Invitrogen,

Barcelona, Espana). Las muestras fueron analizadas tomando imagenes con un
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microscopio confocal descrito anteriormente en la seccién 3 de Materiales y Métodos,
siendo tomadas 20 imagenes de manera aleatoria haciendo un barrido de cada
cubreobjetos. A continuacion, éstas fueron analizadas con el software Imaged, siendo
contabilizados el numero total de células (un minimo de 2000 células por cubreobjetos),
asi como el numero de células positivas para BrdU, obteniendo asi un valor del
porcentaje de proliferacion tras el tratamiento con las hormonas gestacionales. Se
llevaron a cabo 3 experimentos independientes, siendo analizados un total de 8 cubres

por tratamiento.

7.2 Secrecion de glucagon en a-TC1.9.

Después de 8 dias de tratamiento con las hormonas gestacionales en placas de 24
pocillos, las células fueron lavadas con PBS para eliminar las células muertas, asi como
los restos de medios del tratamiento. A continuacion, se realizé una preincubacién de
dos horas a 37°C con el medio de secrecion, cuya composicion esta descrita en el
apartado “Secrecion estatica de glucagon”, pero en este caso con una concentracion de
glucosa de 5.6 mM. Transcurrida la preincubacion, se procedid a la secrecién de
glucagén anadiendo 500 pl de medio de secrecion con los diferentes estimulos. Un total
de 3 pocillos/estimulo se dispusieron para cada uno de los tratamientos hormonales,
siendo los estimulos: 0.5 mM glucosa, 11 mM glucosa y 0.5 mM glucosa + 10 nM
insulina. La secrecion se llevd a cabo durante una hora en el incubador a 37°C. Una vez
pasado este tiempo, la reaccién se detuvo dejando las placas en hielo durante 15
minutos, tomandose a continuaciéon 400 ul del medio de secrecion intentando evitar el
fondo del pocillo para no arrastrar células junto con el medio. Para evitar al maximo la
presencia de células en el medio, se centrifugd el medio de secrecion a 2500 rpm
durante 5 minutos a 4°C, recuperando el sobrenadante y adicionando 20 ul de aprotinina
(20 mg/l), para evitar la degradacion del glucagén. Seguidamente se retird el resto de
medio de secrecion que quedd en los pocillos y las células se lavaron con PBS.
Finalmente, se afiadieron 200 ul de etanol acido y 10 yl de aprotinina a las células,
dejandolas en agitacién toda la noche a 4°C. A continuacion, las células se despegaron
del pocillo empleando una punta de pipeta estéril, y se centrifugo el contenido del pocillo
a 14000 rpm durante 4 minutos a 4°C y recuperando el sobrenadante para medir el
contenido total de glucagoén, asi como la proteina total. Se llevaron a cabo tres

experimentos independientes.
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7.3 Obtencion de ARN, RT-PCR y PCR cuantitativa.

Transcurridos los 8 dias de cultivo con las distintas hormonas gestacionales, las
células fueron lavadas con PBS para retirar las células muertas y los restos de medio
con los tratamientos. Se realizaron 3 experimentos independientes, en cada uno de los
cuales teniamos dos muestras por cada uno de los tratamientos. Para la purificacion del
ARN se empled el kit comercial RNeasy Micro (Qiagen, Hilden, Alemania). La lisis
celular se llevo a cabo empleando el tampdn de lisis comercial RLT suplementado con
un 0.01% de B-mercaptoetanol, adicionando a cada pocillo 300 pl de buffer de lisis,
utilizando a continuacion la punta de un pipeta estéril para despegar las células del
pocillo. A continuacion, se procedié a la purificacion del ARN siguiendo los pasos
especificados por la casa comercial. La concentracién final de ARN obtenida se midié
empleando un espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Walthman,
MA, USA). Empleando el valor de la razén entre las absorbancias obtenidas a 260 y 280
nm determinamos la pureza de las muestras. Aquellas muestras cuyo ratio 260/280 fue
igual o muy proximo a 2.0, fueron consideradas aptas para su analisis y posterior uso

para la retrotranscripcion.

La retrotranscripcion para obtener DNA complementario (cDNA) en nuestras
muestras de mRNA purificado se llevé a cabo utilizando 0.5 ug de ARN, afiadiendo a la
reaccion un inhibidor de ribonucleasas (RNase Inhibitor, Ambion®, Thermo Fisher
Scientific). El kit comercial utilizado fue el kit High Capacity cDNA Reverse Trasncription
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), empleando para llevar a cabo la reaccion
un termociclador CFX96 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), y el siguiente programa: 10
minutos a 25°C, 120 minutos a 37°C, 5 minutos a 85°C y un paso final sin limite de

tiempo para el mantenimiento de las muestras a 4°C.

Finalmente, con el objetivo de medir los niveles de expresion del mensajero de
nuestro gen de interés, el precursor de glucagon (Gceg), se realizé una PCR cuantitativa
a tiempo real (QPCR, del inglés quantitative PCR). Empleando el mismo termociclador
que en la retrotranscripcion, la mezcla de reaccion estuvo compuesta por 1 pl de cDNA,
200 nM de los cebadores directo y reverso (Tabla 1) y 1x IQ™ SYBR® Green Supermix
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA), siendo el volumen final de la mezcla de 10 ul. A
continuacion, las muestras fueron sometidas a las siguientes condiciones: 3 minutos a
95°C, seguido de 45 ciclos de 5 segundos a 95°C, 5 segundos a 60°C y 10 segundos a
72°C, y una curva de melting de 65 a 95°C con una pendiente de 0.1°C/s. El fundamento
de esta técnica de cuantificacion se basa en las propiedades fluorescentes del fluoréforo

SYBER Green 1, cuya fluorescencia aumenta significativamente a medida que se
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intercala en el DNA de doble hebra. Tras cada ciclo de amplificacién, el termociclador
es capaz de medir este valor de emision de fluorescencia, siendo este valor proporcional
al numero de copias sintetizadas, dependiendo éste de la cantidad de cDNA de partida.
Asi, los niveles de expresion de nuestro gen de interés se expresaron respecto de los
niveles de expresién de un gen de expresion constitutiva o Housekeeping. En nuestro
caso se utilizd el gen HPRT, empleando el método 2724C, siendo Ct el valor del nimero
de ciclos necesarios para obtener un incremento significativo de fluorescencia respecto
de la sefial basal, y donde ACt = Ct gen diana — Ct gen enddgeno (Livak and Schmittgen,
2001). La secuencia de los cebadores empleados para la amplificacion de los genes de

interés se muestra en la siguiente tabla:

Gen Directo (5’2 3’) Reverso (5’2 3’)

Hprt GGTTAAGCAGTACAGCCCCA | TCCAACACTTCGAGAGGTCC

Glucagon | CACTCACAGGGCACATTCAC | TTTGGAATGTTGTTCCGGTT
(Geg)

Tabla 1: Secuencias de los cebadores empleados en la reaccién de amplificacion de la PCR cuantitativa a

tiempo real.

8. ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos mostrados en el presente trabajo se representan como la media * el error
estandar de la media (SEM). En funcién del disefio experimental y los grupos
comparados en cada experimento, se aplicé Student’s t-test (comparaciones de dos
grupos) o ANOVA (comparaciones de mas de dos grupos), con post test para
comparaciones multiples Dunnet (en one-way ANOVA) o Bonferroni (en two-way
ANOVA). En el caso de que los datos no cumpliesen con la asuncion de normalidad (no
presentasen una distribucion normal), se aplicd estadistica no-paramétrica, Mann-
Withney o Kruskal Wallis, seguido del post test para comparaciones multiples de Dunn,
segun el tipo de andlisis. En algunos ensayos los datos se analizaron mediante one-way
ANOVA seguido del post-test para comparaciones multiples Fisher's LSD test (que es
menos restrictivo que los test descritos anteriormente). En todos los casos, se considera

diferencia significativa entre los grupos cuando esta sea p < 0.05.
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1. Las ratonas prefnadas en el dia de gestacion G18.5 presentan una masa de
célula a pancreatica aumentada debido a un proceso de hipertrofia e
hiperplasia.

Con el objetivo de estudiar las adaptaciones morfolégicas de la célula a pancreatica
durante la gestacion empleamos hembras C57BL/6 no prefiadas como control, asi como
hembras C57BL/6 prefiadas en distintos estadios o dias de gestacion: G12.5, G15.5y
G18.5. Estos dias de estudio fueron seleccionados en base a los tiempos en los que se
producen las adaptaciones en la célula B pancreatica durante la gestacién (Beamish et
al., 2017, Rieck and Kaestner, 2010, Sorenson and Brelje, 1997). Se estudiaron un total
de 5 animales por grupo, siendo analizadas dos secciones pancreaticas de cada animal
mediante la técnica de inmunohistoquimica. Se selecciond un anticuerpo para la
hormona glucagon, para identificar y analizar las caracteristicas morfolégicas de la masa
de la célula a pancreatica. Tras el analisis de las imagenes empleando el programa
Metamorph Analysis Software (Nashville, TN, USA) y aplicando el factor de conversion
de pixeles a mm? descrito en el apartado de Materiales y Métodos, se observo un
aumento del area de célula a, expresado en porcentaje del area total del pancreas, de
algo mas del doble en las ratonas prenadas en el dia de gestacion G18.5 (0.106 + 0.017
%) comparadas con las ratonas control (0.049 + 0.010 %) (Figura 9A). Asimismo, a partir
del valor del area y teniendo en cuenta el peso del pancreas de cada ratona, se pudo
calcular la masa de célula a en miligramos, observando a su vez también un aumento
de la misma magnitud en las ratonas G18. 5 (0.315 £ 0.052 mg) comparado con los
controles (0.132 + 0.030 mg) (Figura 9B).
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Figura 9: Aumento del area y masa de célula a en las ratonas prenadas en el dia de gestacion
G18.5. (A) Area de célula a medida en porcentaje en ratonas control no prefiadas y ratonas prefiadas
en dia de gestacion: G12.5, G15.5 y G18.5. (n= 5 animales por grupo y condicién). (B) Masa de célula
a medida en miligramos en hembras control y hembras prefiadas en los dias de gestacion mencionados
anteriormente (n= 5 animales por grupo y condicién). Los valores representan las medias + SEM.

*p<0.05 One way-ANOVA seguido por el post-test para comparaciones multiples Dunnet.
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Una vez observada la expansion de la masa de célula a en las ratonas G18.5, nos
dispusimos a estudiar si esta adaptacién morfoldgica era debida a un aumento en el
numero de células a o hiperplasia, o bien, a un aumento en el tamafio celular o
hipertrofia, seleccionando al azar 10 islotes por seccién pancreatica, hasta un total de
100 islotes por grupo.
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Figura 10: Hipertrofia de la célula alfa en las ratonas prefiadas en el dia de gestacion G18.5. (A)
Numero medio de células a por islote procedentes de hembras control y hembras prefiadas en los dias
de gestacion mencionados anteriormente (n=100 islotes por grupo y condicion fueron seleccionados
aleatoriamente procedentes de un total de 5 animales). (B) Tamafio medio de la célula alfa en los
islotes de Langerhans de ratonas control no prefiadas y ratonas prefiadas en dia de gestacion: G12.5,
G15.5y G18.5. (n=100 islotes por grupo y condicion fueron seleccionados aleatoriamente procedentes
de un total de 5 animales). (C) Imagenes representativas de islotes de Langerhans en los que por
medio de tinciéon inmunohistoquimica para glucagén (marrén) podemos identificar las células a tanto
en hembras control como prefiadas. Los valores representan las medias + SEM. *p<0.05, one way-
ANOVA seguido del post-test sin correccion para comparaciones multiples Fisher's LSD test (A) y

Kruskal-Wallis seguido por el post test para comparaciones multiples de Dunn (B).
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En cuanto al numero de células a (células positivas para glucagon) en las ratonas
prefiadas en dia de gestacion G18.5 observamos que éste estaba incrementado,
pasando de un valor medio de 11.73 £ 0.95 células a por islote en las ratonas control a
15.53 + 1.36 células a por islote en las ratonas G18.5 (Figura 10A). Asimismo, se analiz
el tamanio celular, que resulta de dividir el area de célula a entre el nUmero de células
positivas para glucagon, encontrando un aumento del mismo. Por tanto, la célula a
pancreatica presentaba una hipertrofia en las ratonas en dia de gestacion G18.5 (80.07
+ 12.78 uym?) comparado con el tamafio de las células a en las ratonas control (53.67 +
1.79 um?) (Figura 10B).

2. La proliferacion de la célula a pancreatica esta aumentada en los islotes de

Langerhans de las ratonas prenadas G18.5.

Dado que los cambios morfolégicos de la célula a pancreatica tenian lugar en el dia
G18.5, decidimos centrar el resto de experimentos en analizar esta etapa tardia del
embarazo. Como podemos encontrar bien descrito en la literatura, uno de los principales
procesos responsables de la expansion de la masa de célula f pancreatica durante el
embarazo es el aumento de la proliferacion (Rieck and Kaestner, 2010, Xu et al., 2015).
Es por ello que, ante las evidencias expuestas en el presente trabajo donde observamos
un aumento del area y masa de célula a pancreatica en las ratonas prenadas en dia de
gestaciéon G18.5, decidimos estudiar la proliferacion de la célula a empleando el
marcador nuclear Ki67, proteina presente en todas fases activas del ciclo celular (G1,
G2, S y mitosis). Empleando técnicas de inmunohistoquimica, marcamos secciones de
pancreas pertenecientes al grupo control y al de ratonas prefadas G18.5, para la
hormona glucagén, identificando asi las células a, y para la proteina nuclear Ki67,
identificando aquellas células que estan sufriendo un proceso de divisién celular. De
este modo, se observd que la proliferacion expresada en porcentaje, estaba
incrementada en las hembras prefiadas G18.5 (1.23 + 0.23 %) en mas de dos veces el

valor medio de proliferaciéon en el grupo control (0.58 + 0.11 %) (Figura 11).
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Figura 11: Aumento de proliferaciéon de la célula alfa en las ratonas prefiadas en el dia de
gestacion G18.5. (A) El valor de proliferacion representa el porcentaje de células a positivas para el
marcador nuclear ki67 en el grupo control de hembras no prefiadas y en el grupo de prefiadas G18.5
(n=4 controles y n=5 prefiadas G18.5). (B) Imagenes representativas donde podemos ver células a
(rosa) y células no alfa, positivas para Ki67 (marrén) en islotes de Langerhans de ratonas control y
prefiadas G18.5. Las flechas en color negro indican células alfa positivas para el marcaje nuclear Ki67.

Los valores representan las medias + SEM. *p<0.05 Mann-Whitney test.

3. Laapoptosis en el proceso de expansion de la célula a pancreatica durante

la gestacioén.

Durante la gestacion, el aumento de la masa de célula B pancreatica, como
respuesta adaptativa al desarrollo de resistencia a la insulina en tejidos periféricos esta
fundamentalmente asociada a un aumento en la tasa de proliferacién, como hemos
indicado anteriormente. Sin embargo, en dicha adaptacion también pueden haber otros

procesos implicados, como la disminucion de la tasa de apoptosis en este tipo celular
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(Huang et al., 2009). De este modo, basandonos en los mecanismos que intervienen en
la adaptacion de la célula B, decidimos estudiar la potencial contribucion de la apoptosis
a la expansion de la masa de célula a en el dia de gestacion G18.5. Para ello, se utilizd
un kit comercial para realizar el ensayo de TUNEL en secciones pancreaticas del grupo
control y de ratonas prefiadas G18.5. Este ensayo nos permite identificar las células que
presentan fragmentacion de DNA, siendo este un signo distintivo de apoptosis,
empleando a su vez la hormona glucagén como elemento para identificar las células a
pancreaticas. En el caso de la célula a, no observamos diferencias significativas en los
niveles de apoptosis entre las hembras no prefiadas y las hembras en dia de gestacion
G18.5, siendo los niveles control (0.22 £ 0.02 %), practicamente idénticos a los niveles
en las ratonas G18.5 (0.22 + 0.03 %) (Figura 12).
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Figura 12: Los niveles de apoptosis se mantienen sin cambios en las ratonas preiadas G18.5

comparado con las hembras no prefadas. (A) Porcentaje de células a apoptéticas positivas para
TUNEL en las ratonas control no prefiadas y en las ratonas prefiadas en el dia de gestacion G18.5 (n=5
animales por grupo). (B) Imagenes representativas de islotes de Langerhans, pertenecientes al grupo
control y al grupo de prefiadas G18.5, marcados para glucagoén (rojo), TUNEL (verde) y Hoechst (azul).
Las flechas blancas muestran algunas células positivas para TUNEL. Los valores representan las
medias £ SEM. Student’s t test.
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4. La neogénesis en el proceso de expansion de la célula a pancreatica

durante la gestacion.

Por lo que respecta al papel del proceso de neogénesis en la expansion de la célula
B durante el embarazo en humanos y ratones, parecen existir aun a dia de hoy ciertas
discrepancias entre los distintos trabajos publicados (Butler et al., 2010, Parsons et al.,
1995, Zhao, 2014). Sin embargo, algunos trabajos recientes sugieren que la neogénesis
podria contribuir al aumento de masa de célula B durante la gestacién en ambas
especies. En el presente trabajo se estudié la posible contribucién de la neogénesis en
la expansion de la masa de célula a en las ratonas prefiadas G18.5, empleando un
marcador ductal como elemento para identificar la neoformacién de células a

pancreaticas a partir de células del ducto.
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Figura 13: La neogénesis, a partir de células del ducto, no contribuye a la expansion de la masa
de célula alfa en el dia de gestacion G18.5. (A) Porcentaje de células doble positivas para glucagén
y PanCK en ratonas control y prefiadas G18.5 (n=5 animales por grupo). (B) Clasificacién de las células
a basado en su posicion con respecto a los ductos pancreaticos (%) en ratonas control no prefiadas y

ratonas prefiadas G18.5 (n=5 animales por grupo). (cont.)
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Figura 13 (cont.) (C) Imagenes representativas de secciones pancreaticas de ratonas control y
prefiadas G18.5 en las que podemos observar la tincion celular para glucagén (rojo), PanCK (verde) y
para el marcador nuclear Hoechst (azul). Las areas encuadradas se encuentran aumentadas en la
derecha de la imagen. Las flechas blancas indican las células doble positivas. Los valores representan
las medias + SEM. Student's t test (A) y Two-way ANOVA seguido por el post-test para comparaciones

multiples Bonferroni.

Al igual que ocurria con la apoptosis, no se encontraron diferencias significativas en
el porcentaje de células a positivas para el marcador ductal Pancitoqueratina (C11),
siendo los valores medios en el grupo control de 0.21 + 0.80 % y en el grupo G18.5 de
0.18 £ 0.06 % (Figura 13A). Asimismo, también se estudio si existian diferencias entre
ambos grupos de estudio en cuanto a la distribucion o posicion de las células a con
respecto a los ductos, diferenciando entre dos categorias: intraductales (células que
forman parte de los ductos) y células a extraductales (células que se encuentran
alejadas de los ductos). Basandonos en esta clasificacion, se observo que no existen
diferencias significativas en el porcentaje de células a pertenecientes a cada uno de los
grupos, entre las hembras control (intraductales: 0.15 £ 0.09 %, extraductales: 99.85 *
0.09 %) y las prefiadas G18.5 (intraductales: 0.15 + 0.06 %, extraductales: 99.85 + 0.06
%) (Figura 13B).

5. La transdiferenciacion en el proceso de expansion de la célula a

pancreatica durante la gestacion.

Algunos trabajos proponen que procesos como la neogénesis o la
transdiferenciacion podrian tener un papel en la expansion de las células del islote
durante la gestacion (Abouna et al., 2010). Por todo esto, tras el estudio de la
neogénesis, nos dispusimos a analizar si la transdiferenciacion estaba implicada en la
expansion de la masa de célula a observada en el dia de gestacion G18.5. Para ello,
cuantificamos en secciones pancreaticas de hembras control no prefiadas y hembras
G18.5, el porcentaje de células bihormonales, doble positivas para las hormonas
glucagon e insulina. No se observaron diferencias significativas entre ambos grupos en
el porcentaje de células bihormonales, siendo este muy bajo en ambos casos (0.22 +
0.11 % en el control y 0.34 + 0.17 % en G18.5) (Figura 14). Todos estos resultados
parecen indicar que el principal responsable del aumento de la masa de célula a durante
la gestacion, al igual que ocurre con la célula 3, es la proliferacion, siendo la contribucion

del resto de procesos minima, sin diferencias con el grupo control.
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Figura 14: La transdiferenciacion no esta implicada en la expansion de la célula a durante la

prefiez. (A) Porcentaje de células bihormonales, doble positivas para glucagén e insulina en ratonas
control no prefiadas y ratonas prefiadas G18.5 (n=3 animales por grupo, 2000 células a por grupo
aproximadamente). (B) Imagenes representativas de islotes de Langerhans de ratonas control y
ratonas prefiadas G18.5 marcados para glucagon (rojo), insulina (verde) y el marcador nuclear Hoechst
(gris). Las areas encuadradas se encuentran aumentadas en la derecha de la imagen. Las flechas

blancas indican las células doble positivas. Los valores representan las medias + SEM. Mann-Whitney
test.

6. Valores hormonales en el dia de gestaciéon G18.5 en el ratén.

Tras el estudio de las adaptaciones morfolégicas de la célula a en el dia G18.5, nos
dispusimos a caracterizar diversos parametros plasmaticos relacionados con la
homeostasis de la glucosa, como los niveles de glucemia y el perfil hormonal (insulina y
glucagoén) de las ratonas prefiadas comparado con las hembras control no prefiadas,
atendiendo a este dia de gestacion en particular. Todos los parametros fueron medidos
en estado alimentado de los animales. Asi, los niveles de glucemia medidos a partir de

una pequefia muestra de sangre de la cola empleando el glucémetro Accu Check®
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(Roche, Roche, Mannhein, Alemania) revelaron que hacia el final de la gestacién, en el
dia G18.5 las ratonas presentan una disminucion significativa de los niveles de glucemia
(122.88 = 5.43 mg/dl) comparado con las ratonas control (151.88 + 2.59 mg/dl), no
siendo estos niveles en ningun caso patolégicos (Figura 15A). Por lo que respecta al
analisis de las distintas hormonas implicadas en la homeostasis de la glucosa, este se
llevé a cabo a partir de muestras plasmaticas procedentes de sangre obtenida de la
vena safena de la pata empleando la técnica de ELISA. En cuanto a los niveles
plasmaticos de glucagon, en las ratonas prefiadas en dia de gestaciéon G18.5 se
encontré una marcada hipoglucagonemia, con unos niveles plasmaticos de glucagén de
33.15 + 3.20 pg/ml mientras que en las ratonas control no prefiadas encontramos unos
niveles de 60.36 + 3.65 pg/ml (Figura 15B). Por otra parte, respecto a los niveles
plasmaticos de insulina, se observé una tendencia al aumento en las ratonas G18.5
(1.58 + 0.24 ng/ml) comparadas con las hembras control (1.17 £ 0.18 ng/ml), no siendo
estadisticamente significativo (Figura 15C).
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Figura 15: Cambios en los niveles hormonales en el dia de gestacion G18.5. (A) Glucemia en
ratonas control no prefiadas y ratonas prefiadas G18.5 (n=16 y n=8 animales, respectivamente). (B)
Niveles plasmaticos de glucagén en ratonas control y prefiadas G18.5 (n=12 y n=8 animales,
respectivamente). (C) Niveles plasmaticos de insulina en ratonas control y prefiadas G18.5 (n=12y n=8
animales, respectivamente). Todos los parametros plasmaticos fueron medidos en estado alimentado.
Los valores representan las medias + SEM. ****p<0,0001 Student's t test
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7. La secrecion de glucagéon se encuentra alterada hacia el final de la

gestacion en las ratonas prefiadas.

Con el fin de evaluar el estatus funcional de la célula a pancreatica, se realizé una
secrecion estatica de glucagon a partir de islotes de Langerhans frescos, empleando
diferentes estimulos. Por una parte, se utilizé una concentracion de glucosa baja, 0.5
mM glucosa, como estimulo positivo que promueve la secreciéon de glucagon. Por otra
parte, se usé una concentracion alta de glucosa, 11 mM, asi como una concentracion
baja de glucosa mas insulina (0.5 mM G + 10 nM Insulina), como estimulos negativos,

inhibidores de la secrecién de glucagon.
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Figura 16: Disminucion de la secrecion de glucagén a 0.5mM G (glucosa) en las ratonas
prehadas G18.5. (A) Secrecién de glucagén normalizada por el contenido, a partir de islotes aislados
frescos procedentes de ratonas control no prefiadas y ratonas prefiadas G18.5,a 0.5 mM G, 11 mM G
y 10 nM insulina (INS) (n=18-19 ratonas control; n=11 ratonas prefiadas G18.5). (B) Secrecién de
glucagén normalizada por la proteina total procedente de islotes aislados frescos procedentes de
ratonas control no prefiadas y ratonas prefiadas G18.5 a 0.5 mM G, 11 mM G y 10 nM insulin (INS)
(n=18-19 ratonas control; n=11 ratonas prefiadas G18.5). (C) Contenido de glucagén normalizado por
proteina en ratonas no prefiadas y ratonas gestantes G18.5 (n=20 y n=13, respectivamente). Los
valores representan las medias + SEM. *p<0.05; **p<0.01 Two-way ANOVA seguido por el post-test

para comparaciones multiples Bonferroni.
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Tras la incubacion de forma independiente, de grupos de islotes procedentes de
ratonas control y ratonas G18.5 con los medios de secrecion con los distintos estimulos,
se analizaron los medios empleando un kit de ELISA para la hormona glucagon. Se
observé que, mientras que los islotes de las hembras control no prefiadas respondian
de forma adecuada a los diferentes estimulos, la secrecion de glucagén estaba
disminuida aproximadamente en un 60% a 0.5 mM glucosa en los islotes de las ratonas
G18.5 (Figura 16A). Los mismos resultados se obtuvieron al normalizar la secrecién de
glucagoén por el contenido total de proteina de los islotes (Figura 16B). En cuanto al
contenido global de glucagon, este se encuentra disminuido en los islotes de las
hembras prenadas G18.5 comparado con los islotes de las hembras no prehadas,
aunque solo encontramos significancia estadistica en los islotes expuestos al estimulo
0.5mM G + 10 nM insulina (Figura 16C).

8. La movilizacién de calcio al interior celular en respuesta a glucosa no se

ve alterada durante la gestacion.

Con el fin de seguir estudiando la funcién de las células a pancreaticas durante la
gestacién y basandonos en los resultados anteriores donde observamos una alteracion
en la secrecién de glucagén en las ratonas prefiadas, nos dispusimos a analizar cambios
en el patron oscilatorio de este ion mediante experimentos de imagen de calcio. Como
ya sabemos, el calcio juega un papel muy importante en el acoplamiento estimulo-
secrecién. Bajas concentraciones de glucosa en plasma promueven un incremento de
la concentracion de calcio intracelular, por la entrada del mismo en la célula q,
desencadenando la movilizacién y exocitosis de los granulos de glucagén. Por
consiguiente, alteraciones en los niveles de calcio intracelular podrian estar afectando a
la capacidad secretora de las células a. Mediante el empleo de la tecnologia confocal
se llevaron a cabo experimentos de microfluriometria en islotes de Langerhans intactos
de ratonas control no prefiadas y ratonas G18.5, mediante el empleo de la sonda fluo-
4. Asi, analizamos la frecuencia de las sefales oscilatorias de calcio (oscilaciones/min)
a una concentracion de glucosa estimulatoria (0.5 mM G) y a una concentracion de
glucosa inhibitoria (11 mM G) para las células a. Para la identificacion de las células q,
empleamos su caracteristica respuesta oscilatoria a baja glucosa y su inhibicion a 11
mM glucosa (Nadal et al., 1999, Quesada et al., 1999), asi como a adrenalina, siendo
la respuesta a esta ultima especifica de este tipo celular (Hamilton et al., 2018). Sin

embargo, como parte de las células a no respondieron a adrenalina (registros mostrados
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en figura 17B), decidimos considerar como criterio de identificacion tan sélo las
respuestas a glucosa (Nadal et al., 1999, 1999, Quesada et al., 1999).

A 1 control
| . Bl G185
I 1
2.0 1 * Kk ok 1
I 1
< T
E 1.5
"]
]
c
© 1.0
(¢
s
©
» 0.5 i
o
0.0 T T
0.5 mM G 11 mM G
80
10 uM Adr
= 11TmMG
f 0,5mMG
<
© 60 -
5
[
Q
(]
0
o
S
2 40+
[
©
pe)
©
ke,
2
g 27 Control
T T T T T T T
0 5 10 15 20 25
100 10 uM Adr
. 11 mMG
=) 05mMG
< 80
©
[}
c
3
17} 604
o
(o]
3
Y
o 40
©
©
©
g
7} 20
c
9
= G18.5
0 T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Figura 17: Senalizacion intracelular de calcio en la célula a de ratonas prefiadas G18.5 y ratonas
control. (A) Frecuencia de oscilacion expresada como oscilaciones /minuto en hembras control y
hembras prefiadas G18.5 (n= 15-19 células a analizadas, de un total de n=21 islotes control y n=27
islotes G18.5 registrados). (B)(C) Registros representativos de la sefial de Ca?*en repuesta a los
diferentes estimulos. Cada grafica corresponde al registro de una unica célula a dentro de un islote de

Langerhans intacto en el grupo control y G18.5. (cont.)
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Figura 17 (cont.) La respuesta a adrenalina se tomé como criterio identificativo de células a, adicional
a la respuesta caracteristica a 0.5 mM G, prevaleciendo siempre este ultimo, ya que como podemos
ver algunas células a (como en la grafica de las hembras no prefiadas) no responden a adrenalina. Los
valores representan las medias £ SEM. ***p<0.001; ****p<0.0001 Two-way ANOVA seguido por el post-

test para comparaciones multiples Bonferroni.

Observamos como el patron oscilatorio tanto a baja glucosa (0.5 mM G), como a alta
glucosa (11 mM G), no se ve alterado al comparar las hembras prefiadas G18.5 con los
controles. En ambos casos, encontramos que las células a presentan su maxima
actividad oscilatoria a una concentracion de glucosa estimulatoria (Control: 1.53 £ 0.21
oscilaciones/min; G18.5: 1.48 + 0.19 oscilaciones/min), inhibiéndose al pasar a una
concentracion de glucosa alta (11 mM) (Control: 0.11 £ 0.05 oscilaciones/min; G18.5:
0.49 + 0.15 oscilaciones/min) (Figura 17A).

9. Las hormonas lactogénicas (PL y PRL) y el estradiol afectan a la

proliferacion en la linea celular secretora de glucagén a-TC1.9.

Durante la prefiez, las hormonas gestacionales (PL, PRL, P y E>) son las principales
mediadoras de las adaptaciones que tienen lugar en la célula B pancreatica como
respuesta a la desensibilizacién a la insulina que tiene lugar en tejidos periféricos. Estas
hormonas, y en concreto las hormonas lactogénicas (PL y PRL) son las encargadas de
promover y regular la expansion de la masa de célula B que se produce hacia la mitad
de la gestacién en el ratén. Es por ello que decidimos estudiar el papel de estas
hormonas en las adaptaciones de la célula a descritas en el presente trabajo. Para ello
se realizo un tratamiento crénico de 8 dias de duracion usando la linea celular secretora
de glucagon ao-TC1.9 con las distintas hormonas gestacionales. Se emplearon
concentraciones en los rangos que se han descrito durante la gestacion en el raton. Se
observé un aumento de proliferacion (medido como un valor porcentual de células
positivas para BrdU respecto de las células tratadas con el vehiculo) en las células
tratadas con lactégeno placentario (1.23 £ 0.06) y prolactina (1.24 + 0.08), comparado
con las células tratadas con el vehiculo DMSO (1.00 + 0.06). Por su parte, el tratamiento
de las células a-TC1.9 con la hormona estradiol resulté en una disminucion de la
proliferacion (0.73 + 0.08) (Figura 18).
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Figura 18: Efecto de las hormonas gestacionales PL, PRL, P y Ez sobre la proliferacion de las
células secretoras de glucagén a-TC1.9. (A) Cuantificacién de las células positivas para BrdU relativa
a la cuantificacion de la condicién control (Vehiculo) en las células a-TC1.9 tratadas durante 8 dias con
PL (500 ng/mL), PRL (500 ng/mL), P (100 ng/mL) y E2 (100 pmol/L). Se llevaron a cabo tres
experimentos independientes (n=8 cubres por condicién; habiendo contado al menos 2000 células por
cubre). (B) Imagenes representativas de las células a-TC1.9, tratadas con las diferentes hormonas
gestacionales, marcadas frente a yoduro de propidio (rojo) como marcador nuclear, y BrdU (verde). Los
valores representan las medias + SEM. *p<0.05 One way-ANOVA seguido del post-test sin correccién

para comparaciones multiples Fisher's LSD test.



10. La secrecion de glucagoén en la linea celular a-TC1.9 se encuentra alterada

tras el tratamiento crénico con las hormonas gestacionales.

La secrecion de glucagén es otro de los procesos en los que se observd una
adaptacion en las hembras prefiadas en dia de gestacion G18.5, como se ha expuesto
anteriormente. Es por ello que se decidio explorar si las hormonas gestacionales podian
estar implicadas en la regulacion de dicha adaptacién como se ha descrito con la
secrecion de insulina por parte de las células B pancreaticas durante la gestacion.
Mediante el empleo de la linea celular secretora de glucagén a-TC1.9, utilizando
concentraciones descritas en el rango de la gestacion para cada una de las hormonas
y un tratamiento crénico de 8 dias, pudimos observar los siguientes resultados. Los
valores de secrecion de glucagdén normalizados por el contenido total de dicha hormona
indicaron que las células tratadas con el vehiculo DMSO presentaban la respuesta
caracteristica a los distintos estimulos: respondieron de forma adecuada tanto a los
potenciadores de la secrecion de glucagon, 0.5 mM glucosa (6.33 + 1.08 pg/ng), como
a los estimulos inhibidores de la misma, 11 mM glucosa (2.63 + 0.35 pg/ng) y 0.5 mM
glucosa + 10 nMinsulina (3.93 £ 0.48 pg/ng). Por otro lado, las células tratadas de forma
independiente con las hormonas PL, PRL y E, presentaban una alteracion en la
secrecion de glucagon a baja glucosa (0.5 mM glucosa), encontrandose la misma
disminuida con respecto de las células tratadas con el vehiculo (Figura 19A). Los valores
obtenidos en pg/ng fueron los siguientes: Veh = 6.33 + 1.08; PL = 3.98 + 0.42; PRL =
3.00 £ 0.38; E>=3.21+ 0.51 (Figura 19A). Asimismo, el tratamiento con la hormona PRL
provoco un ligero aumento de la secrecion de glucagon a 11 mM glucosa en las células
a-TC1.9 (4.84 + 0.74 pg/ng), comparadas con el control (2.63 £ 0.35 pg/ng) (Figura 19A).
La secrecion de glucagon normalizada por el contenido de proteina total mostré efectos
similares (Fig. 19B). En cuanto al contenido de glucagon, no se observaron diferencias
entre las células sometidas a los distintos tratamientos (Tabla 2). Los valores del
contenido de glucagén normalizado por la proteina total para cada tratamiento y
estimulo se encuentran detallados en la tabla 2. Estos resultados, pertenecientes a tres
réplicas experimentales independientes, nos sugieren que las hormonas gestacionales
PL, PRL y E2 son capaces de alterar la secrecién de glucagon en la linea celular y por
tanto presentar un papel potencial como reguladoras de esta adaptacién en la célula a

durante la gestacion.
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Figura 19: Efecto de las hormonas gestacionales sobre las secrecion y contenido de glucagén
en las células a-TC1.9. Las células fueron tratadas durante 8 dias con PL (500 ng/mL), PRL (500
ng/mL), P (100 ng/mL) y E2 (100 pmol/L), por separado. (A) Secrecion de glucagén, normalizada por
el contenido, tras una hora de incubaciéon con los siguientes estimulos: 0.5 MM G, 11 mM G y 0.5 mM
G + 10 nM INS. (B) Secrecion de glucagdn normalizada por la proteina total en las células a-TC1.9,
tras una hora de incubacién con los siguientes estimulos: 0.5 MM G, 11 mM Gy 0.5 mM G + 10 nM
INS. Los valores representan las medias + SEM. Two-way ANOVA seguido por el post-test para
comparaciones multiples Bonferroni (A), donde las letras indican p<0.05: 2, 11T mM Gy 0.5mM G + 10
nM INS versus 0.5 mM G en el vehiculo; b, 0.5 mM G en las células tratadas con hormonas
gestacionales versus 0.5 mM G en las células tratadas con el vehiculo; ¢, 11 mM G en las tratadas con
PRL versus 11 mM G vehiculo. Two-way ANOVA seguido por el post-test para comparaciones multiples
Bonferroni (B), donde las letras indican p<0.05: a, 11 mM G versus 0.5 mM G en el vehiculo; b, 0.5 mM
G en las células tratadas con hormonas gestacionales versus 0.5 mM G en las células tratadas con el
vehiculo; ¢, 0.5 MM G + 10 nM INS en las tratadas con P versus 0.5 mM G + 10 nM INS vehiculo.
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Vehiculo PL PRL P E.
0.5mMG | 8050.2 +667.5 | 9370.4 + 1212 10521.2 £ 1107 | 8538.2 + 1337 | 8553 £+ 1052
1M1 mMG 9658.6 + 1008 | 10001.9 + 1187 10450.3 £ 1195 | 10450.9 +2164 | 9095.1 + 1019
0.5mMG
9467.4 +770.4 | 10099.4 + 1092 9830.8 + 1640 9297.3 + 1487 | 9667.1 + 1333
+
10 nM INS

Tabla 2: Valores del contenido medio de glucagén en las células a-TC1.9 normalizado por proteina

total (ng/pg) a 0.5 MM G, 11 mM Gy 0.5 mM G + 10 nM INS, para cada uno de los tratamientos con

las hormonas gestacionales y el vehiculo DMSO. Se llevaron a cabo tres experimentos independientes

(n=8-9 pocillos por condicién). One-way ANOVA seguido del post-test para comparaciones multiples

de Dunnet.

11. La expresion del gen Gcg, precursor de glucagén, esta disminuida en las

células a-TC1.9 expuestas a estradiol.

Basandonos en los resultados obtenidos en la linea celular a-TC1.9 tratada con las

hormonas gestacionales, nos propusimos investigar el efecto de dichas hormonas sobre

la expresién del gen Geg, que codifica para el precursor de glucagén (proglucagén).

Para ello se trataron las células durante 8 dias con las distintas hormonas gestacionales

de manera independiente empleando las mismas concentraciones que en los

experimentos anteriores. Tras el analisis de los experimentos, encontramos que las

células tratadas con 100 pM estradiol presentaban una disminucién significativa cercana

al 30% de la expresion del RNAm del gen de proglucagoén (Gceg), al compararlo con la

expresion de las células tratadas con el vehiculo DMSO (Figura 20).
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El tratamiento con el resto de hormonas gestacionales no tuvo ningun efecto a nivel de

expresion en la linea celular a-TC1.9.
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Figura 20: Las células secretoras de glucagén, a-TC1.9, tratadas con estradiol presentan una
reduccion en la expresion del ARNm del gen Geg. Expresion del ARNm del gen del proglucagén
(Geg) en las células tratadas con las hormonas gestacionales, relativa a la expresion en las células
tratadas con el vehiculo. Los niveles de expresion del gen Gecg se expresaron respecto de los niveles
de expresion de un gen de expresion constitutiva o Housekeeping, el gen HPRT.Se llevaron a cabo tres
experimentos independientes (n=6 pocillos por condicidn). Los valores representan las medias + SEM.

*p<0.05 One-way ANOVA seguido del post test para comparaciones multiples de Dunnet.
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1. El pancreas endocrino durante la gestacion.

Durante la gestacion, la madre experimenta importantes cambios metabdlicos y
hormonales con el fin de satisfacer los requerimientos energéticos del feto en
crecimiento. Entre estos cambios, se produce un aumento de la resistencia a la insulina
en tejidos periféricos para asegurar el mantenimiento del gradiente de glucosa que se
establece entre madre y feto. Este gradiente de concentracién de glucosa es clave, ya
que el transporte de glucosa de la madre al feto a través de la placenta tiene lugar
mediante transportadores de glucosa (GLUTs) (Baumann et al., 2002, Nolan and
Proietto, 1994). Por ello, para mantener una adecuada homeostasis de la glucosa en
este particular ambiente fisiolégico de resistencia a la insulina, se requiere que tengan
lugar importantes adaptaciones en la célula B pancreatica, tanto a nivel morfoldgico
como funcional, para aumentar la secrecion hormonal de insulina compensando asi la
pérdida de sensibilidad periférica a la misma. Las hormonas gestacionales, esenciales
para el mantenimiento de la gestacién, juegan un papel clave tanto en el desarrollo de
la resistencia a la insulina, como en las adaptaciones de la célula 8 durante la gestacion
(Sorenson et al., 1997, Baeyens et al., 2016, Napso et al., 2018). Sin embargo, cuando
estas adaptaciones se producen de manera inadecuada, pueden conducir a una
alteracion en la homeostasis de la glucosa y al desarrollo de GDM. El desarrollo de estas
patologias supone importantes efectos negativos, tanto a corto como a largo plazo, para
la salud de la madre y del feto. Entre estos efectos perjudiciales encontramos, aumento
del riesgo de padecer T2DM post-parto en el caso de la madre y un aumento del riesgo
en la descendencia de padecer obesidad, sindrome metabdlico o T2DM en la vida

adulta.

En los ultimos afios se ha descrito que las alteraciones en la masa y en la
secrecion de la célula a pancreatica estarian involucradas en la etiopatologia de la
T2DMy en el desarrollo de hiperglucemia (Gromada et al., 2018, Quesada et al., 2008).
Ademas existen algunos trabajos que también indican que alteraciones en la secrecién
de glucagén durante el embarazo podrian estar relacionadas con el desarrollo de
diabetes gestacional (Grigorakis et al., 2000). Sin embargo, a pesar de que sabemos
que en el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa son cruciales tanto las células
B como las q, y de las evidencias que muestran la importancia de estas ultimas en el
desarrollo de la diabetes, la informacién acerca de las adaptaciones de la célula a
pancreatica durante la gestacién son practicamente inexistentes. Por todo ello, y
basandonos en estudios previos en otros modelos de resistencia a la insulina como la
obesidad, donde se describen diversas adaptaciones morfologicas y a nivel de la

secrecion de glucagén (Merino et al., 2015), hemos querido analizar en el presente
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estudio qué cambios tienen lugar en la célula a pancreética durante el embarazo.
Nuestro modelo experimental se compone de ratonas prefiadas C57BL/6, en diferentes
dias de gestacion, empleadas para estudiar las caracteristicas morfofuncionales de la

célula a pancreatica durante este particular estado fisiolégico en las madres.

2. Adaptaciones morfolégicas de la célula a pancreatica durante la gestacion.

Comenzamos la caracterizacion de la célula a pancreatica durante la gestacion
atendiendo a las potenciales adaptaciones estructurales o morfolégicas de este tipo
celular que desarrollan las ratonas a lo largo de la gestacion. Para ello, se estudiaron in
vivo ratonas prefiadas en diferentes dias de gestacion (G12.5, G15.5 y G18.5) en los
que se han caracterizado previamente las principales adaptaciones de las células 3
pancreaticas (Beamish et al., 2017, Rieck and Kaestner, 2010, Sorenson and Brelje,
1997). Empleando anticuerpos contra la hormona glucagén como elemento identificador
de las células a productoras de esta hormona, nuestros datos muestran que tanto el
area de célula a como la masa de la misma se encuentran aumentadas en el dia de
gestacién G18.5, al compararlas con las ratonas control no prefiadas. Ademas, nuestros
resultados muestran una hipertrofia celular en este mismo dia de gestacién. Estos
resultados concuerdan con un estudio previo en el que se observé un aumento de la
masa de la célula a, asi como un aumento del tamafio celular durante la gestacion, en
un periodo de tiempo similar (Xu et al., 2015). Al analizar el nimero de células a para
cada uno de los grupos, encontramos que existe una tendencia al aumento en las
ratonas G18.5, pero sin resultar estadisticamente significativo. Este resultado podria ser
debido a limitaciones de la técnica para cuantificar este parametro, ya que se utilizd
microscopia 6ptica convencional. El uso de microscopia confocal podria ofrecer una
mayor resolucion en este sentido al poder contabilizar células en distintos planos
focales, evitando el problema de posibles solapamientos entre las mismas o dificultades
para encontrar los limites definidos de las células. Por ello se llevo a cabo un analisis de
proliferacion, in vivo, empleando la proteina nuclear Ki67, como marcador de células a
que se encuentran en las fases activas del ciclo celular (G1, G2, S y mitosis). Este
marcador ofrece resultados mucho mas precisos que otros empleados clasicamente,
como el PCNA, ya que este ultimo es menos especifico como marcador de proliferacion,
ya que no so6lo se detecta en células en proceso activo de divisién, sino en aquellas
células en las que se esta produciendo reparacion del DNA, generando asi falsos
positivos (Jurikova et al., 2016). Ademas, se ha visto que existe una correlacion pobre

entre los resultados de tincién inmunohistoquimica de estas dos proteinas (PCNA vy

98



Ki67). A este respecto, nuestros datos muestran un aumento significativo de la
proliferacion de la célula a en el dia de gestacion G18.5, indicando que este mecanismo
junto con la hipertrofia celular serian los principales responsables de la expansion de la
masa de célula a observada en las ratonas prefiadas. Una situacion similar ha sido
observada en la adaptacion morfolégica de la célula B a la gestacion, donde la
proliferacion y el aumento del tamafio celular se postulan como los mayores
contribuyentes a la expansién de este tipo celular (Rieck and Kaestner, 2010, Xu et al.,
2015). Multiples estudios describen un aumento de proliferacion en célula beta
pancreatica en etapas similares (Beamish et al., 2017, Huang et al., 2009, Karnik et al.,
2007, Kim, H. et al., 2010, Moffett et al., 2014).

Con el proposito de analizar otros factores que pudieran estar implicados en la
regulacion de la masa de célula a en el dia de gestacion G18.5, analizamos los niveles
de apoptosis. En el caso de la célula B pancreatica, varios trabajos han descrito que
uno de los mecanismos que contribuye a la expansion de la masa de célula 8 durante
la gestacion es el descenso de la tasa de apoptosis (Butler et al., 2010, Fujinaka et al.,
2007, Huang et al., 2009). Sin embargo, nuestros datos sugieren que, en el caso del
incremento de la masa de célula a en el dia de gestacion G18.5, no estarian implicados
cambios en la tasa de apoptosis celular, ya que los niveles de apoptosis son similares y
permanecen muy bajos tanto en las ratonas prefiadas como en las ratonas control. Este
resultado era esperable ya que la tasa de apoptosis de la célula a es muy baja en ratones
control no gestantes (Nielsen et al., 2016). Ademas, estudios con células a y B
purificadas han demostrado que las células a presentan una mayor resistencia a
estimulos proapoptéticos como el palmitato que las células 3. Esta mayor resistencia es

debida a la mayor expresiéon de proteinas antiapoptéticas (Marroqui et al., 2015).

Igualmente, analizamos la contribucion que a esta expansion podrian tener otras
fuentes diferentes a la division de la célula a. Este planteamiento se apoyaba en varios
estudios en célula B, en los que empleando analisis de “tracing” del linaje celular en
ratonas prefiadas, se obtuvieron resultados que apuntan en esa direccion (Abouna et
al., 2010, Toselli et al., 2014). En ellos se postula que, en la expansion de la masa de
célula B, hasta un 10-25 % de estas células podrian provenir de otras fuentes celulares,
y no de otras células B preexistentes (Banerjee, 2018). Sin embargo, el papel de la
neogénesis a partir de progenitores diferentes de la célula B durante el embarazo es
todavia incierto segun estudios en ratén. En cambio, estudios realizados con muestras
humanas han propuesto que la neogénesis de células B a partir de células del ducto
podria ser incluso mas importante que la proliferacion en el crecimiento de la masa de

célula B durante la gestacion humana (Butler et al., 2010). Sin embargo, esta idea sigue
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siendo controvertida a dia de hoy. Los criticos con el estudio de Butler et al., argumentan
que estos resultados deben ser tenidos en cuenta con precaucion ya que las muestras
obtenidas pertenecen a tiempos de gestacién o estadios diferentes, pero fueron
analizadas todas en conjunto. De este modo, si la proliferacién y muerte celular ocurren
en una estrecha ventana temporal durante la gestacién, como ocurre en el ratén, es
posible que aumentos en la proliferacion y cambios en la apoptosis de la célula  podrian
diluirse en el amplio rango de edades gestacionales analizadas. Ademas, las
conclusiones de este estudio se basaron en analisis indirectos tras la observacion de
que, en las muestras de mujeres embarazadas, existia un mayor numero de islotes
pequefios y células B aisladas. Este parametro se utiliz6 como un indicador de
neogénesis al no disponer de un analisis de rastreo del linaje de la célula 8 en humanos.
Igualmente, habria que afiadir que otros estudios no han sido capaces de detectar
neogénesis en la célula B durante la gestaciéon (Parsons et al., 1995, Zhao, 2014). En
nuestro caso, los resultados muestran que no existen diferencias en el porcentaje de
células a positivas para el marcador ductal PanCK, entre el grupo de ratonas G18.5 y
los controles. Estos resultados sugieren que la neogénesis a partir de células de los
ductos pancreaticos no representa una fuente de células a que contribuya al crecimiento
de la masa de este tipo celular durante la gestacion. Por tanto, estas observaciones
estarian en consonancia con los resultados de estudios mencionados anteriormente en
los que no se observa neogénesis de célula 3 durante la gestacion. Los procesos de
transdiferenciacion tampoco parecen contribuir a la expansién de la masa de célula a
observada en las ratonas prefadas, ya que el porcentaje de células bihormonales, doble
positivas para las hormonas glucagén e insulina, es muy bajo y similar en ambos grupos.
Existen estudios llevados a cabo en modelos animales modificados genéticamente y/o
determinadas condiciones fisiopatologicas, donde se ha observado transdiferenciacion
entre las distintas poblaciones celulares del islote de Langerhans (Cigliola et al., 2018,
Piran et al., 2014). Por tanto, si bien estos procesos de transdiferenciacion serian mas
activos en condiciones patoldgicas, tendrian una menor relevancia en situaciones de

adaptaciones fisioldgicas como el embarazo.

3. Las hormonas gestacionales PL, PRL y E; son potenciales reguladoras de

la masa de célula a durante la prefiez.

Las hormonas gestacionales, esenciales para el mantenimiento del embarazo,
cumplen importantes funciones en la adaptacién del organismo materno a la gestacion,

permitiendo que se mantenga un equilibrio energético 6ptimo entre la madre y el feto en
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crecimiento. Estas hormonas son importantes reguladores de los cambios estructurales
que el pancreas endocrino de la madre experimenta durante la gestacion. Como ya
hemos mencionado anteriormente, la pérdida de sensibilidad a la insulina en tejidos
periféricos, promueve importantes cambios morfoldgicos en los islotes de Langerhans.
En la expansion de la célula B pancreatica, la proliferacion es promovida y regulada por
las hormonas lactogénicas PRL y PL (Baeyens et al., 2016, Karnik et al., 2007, Parsons
et al., 1992, Vasavada et al., 2000). Ambas hormonas ejercen su funcion sobre las
células 3 a través del mismo receptor, la isoforma larga del PRLr (Huang et al., 2009),
activando la via de sefnalizacion JAK2/STAT5 (Brelje et al., 2002). La activacion de esta
via supone que las proteinas STAT (de sus siglas en inglés, signal transducers and
activators of transcription) presentes en el citoplasma celular, en concreto STATS5, es
activada por JAK2. Este proceso implica su fosforilizacion, generando un dimero que se
transloca al nucleo celular, donde se une a elementos especificos del DNA, modulando
la expresion de genes diana al actuar como factor de transcripcion. Sin embargo, otras
hormonas como E; y P también podrian jugar un papel en este proceso de replicacion
(Jacovetti et al., 2012, Sorenson et al., 1993). De este modo, y basandonos en estas
evidencias, analizamos el efecto de las hormonas gestacionales en la linea celular
secretora de glucagon a-TC1.9. El empleo de esta linea celular nos ofrecia una gran
herramienta para tratar con las distintas hormonas gestacionales, de forma
independiente, células capaces de producir y secretar la hormona glucagén. El empleo
de esta linea celular permitioé realizar numerosos analisis in vitro, ante la imposibilidad
de disponer de un cultivo enriquecido de células a procedentes de los islotes de las
ratonas, al no disponer de la tecnologia de citometria de flujo para realizar la separacion
de los distintos tipos celulares de los mismos. De esta manera, tras un cultivo de 8 dias,
empleando concentraciones fisioldgicas de estas hormonas durante la gestacion, y
empleando en las ultimas 24 horas de cultivo BrdU como marcador de células en
division, observamos que tanto el PL como la PRL tenian un efecto positivo sobre la
proliferacion de las células a-TC1.9, coincidiendo con efectos similares descritos en las
células B (Sorenson et al., 1997). En cuento a la via de activacion y senalizacién por
parte de estas hormonas, ha sido publicado que, al igual que en las células B, el PRLr
estaria presente en las células a pancreaticas (Freemark et al., 1997, Sorenson and
Stout, 1995). Sin embargo, parece que la unién de PL y PRL a su receptor en las células
a, activaria una via de sefalizacion distinta a JAK2/STATS5, debido a la ausencia de
translocacion nuclear de STATSB en este tipo celular (Brelje et al., 2002). Por tanto,
otras rutas deben mediar la activacion del receptor de PRL en la célula a, tal como se
ha descrito en otros tipos celulares incluyendo la célula 3 pancreatica (Binart et al. 2010).

Ademas, se ha observado que ratones con una delecién para Stat5a/b en las células 3
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pancreaticas, no presentan defectos discernibles en el desarrollo de estas células,
aunque si se ha visto que las ratonas prefiadas con esta delecion presentan una
moderada intolerancia a la glucosa (Lee, J. Y. et al., 2007). Este fenotipo es mucho mas
leve que el observado en ratones PRLr-null, que presentan una copia no funcional para
el gen del receptor de prolactina. Estos ratones presentan una masa de célula
reducida, menor densidad celular en el islote, una disminucién en la secrecion de
insulina y una tolerancia a glucosa alterada (Huang et al., 2009). Estas evidencias
sugieren que la proteina STATS por si sola no es la responsable de todos los efectos
mediados por prolactina en la célula 8 (Gorvin, 2015), y que una parte de estos efectos
podrian estar regulados por otras vias alternativas, como podria ocurrir con las células
a pancreaticas. Nuestros resultados empleando la linea celular a-TC1.9 parecen sugerir
que, en las células q, las hormonas PL y PRL estarian actuando a través de la isoforma
corta de PRLr, que no es fosforilada por una tirosina, lo cual previene que interactue
directamente con proteinas como STAT. Sin embargo, es capaz de activar vias de
sefalizacién que incluyen otras quinasas como MAPK y PI3K capaces de actuar sobre
genes diana implicados en eventos de proliferacion y diferenciacién, como ha sido
observado en otros tipos celulares (Binart et al., 2010). Esto explicaria el hecho de que
tengamos un aumento de proliferacion al tratar las células con PL y PRL, a pesar de que
en las células a parece que no se activa la via JAK2/STATS5, al menos en rata (Brelje et
al., 2002), ya que en este caso la accion de estas hormonas a través de PRLr estaria

sucediendo por una via alternativa.

Sin embargo, a diferencia de las hormonas lactogénicas (PL y PRL), el tratamiento
de las células con E; produjo una disminucién significativa de la proliferacion. El efecto
del E> sobre la proliferaciéon de la célula a no ha sido explorado con anterioridad, por lo
que su regulacion permanece incierta. Con respecto al papel que esta hormona ejerce
sobre la division de la célula B, encontramos estudios con resultados dispares. Algunos
trabajos apuntan a que el Exrevierte parcialmente la incorporacién de BrdU inducida por
PRL en islotes de rata (Sorenson et al., 1993), mientras que otros estudios mas
recientes han observado que esta hormona aumenta la proliferacion en insulinomas de
células INS1 y en células 3 aisladas de rata tras 48 horas de cultivo (Jacovetti et al.,
2012), si bien es cierto que en este ultimo trabajo se utilizaron concentraciones
suprafisiologicas (100 nM), lo cual difiere de nuestro estudio. Por tanto, aunque parece
que los efectos del E, pueden diferir en funcién de las condiciones experimentales,
nuestros resultados apuntan a una disminucion de la proliferaciéon de la célula a a una
concentracién de E; fisiolégica durante la gestacion en el raton. Por otro lado, la

progesterona produjo una tendencia similar no significativa al E,, semejante a las
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acciones que esta hormona presenta en célula 3, donde se ha visto que contrarresta la
induccién de la proliferacion por parte de PRL y parece clave para la regresion de la
masa de célula B al estado basal postparto (Sorenson et al., 1993). En el presente
estudio se llevaron a cabo experimentos en los cuales las células fueron tratadas con
las hormonas gestacionales de forma independiente, ya que el objetivo principal era
describir el papel que podria desempefiar cada una de ellas en la expansion de la masa
de célula a. Sin embargo, teniendo en cuenta que en una situacion fisiolégica se
encuentran todas presentes y atendiendo a la dinamica de los niveles de estas
hormonas durante la gestacion en roedores (Nadal et al., 2009), donde PRL y PL
presentan sus valores maximos hacia el final de la gestacion, podriamos inferir que
estas dos hormonas actuarian de forma sinérgica, siendo las principales responsables
del aumento de la masa de célula a, mientras que el E», cuyos niveles comienzan a
aumentar en torno al dia 17-18 de gestacion, podria contribuir a la disminucion de la
masa de célula a hasta valores control tras el parto. Mas estudios en este sentido serian
necesarios ya que se trata de una regulacion muy compleja en el que intervienen
multitud de factores. Por lo tanto, podemos concluir que nuestros resultados arrojan luz
sobre el papel de las hormonas gestacionales en las adaptaciones de la célula q,
indicando que fundamentalmente PRL, PL y E> podrian cumplir una funcién importante
en la regulacion de la masa de célula a durante la gestacion, tal y como sucede con la

masa de célula B (Banerjee, 2018, Rieck and Kaestner, 2010, Sorenson et al., 1993).

4. Adaptaciones funcionales de la célula a pancreatica durante la gestacion.

El primer objetivo para evaluar las potenciales adaptaciones funcionales de la célula
a pancreatica durante la gestacion fue realizar una caracterizacion del perfil hormonal
(glucagon e insulina) asi como los niveles de glucemia, tanto de las hembras control
como de las hembras prefiadas en dia de gestacion G18.5, ya que este dia de gestacion
en particular era en el que habiamos observado que se producian todas las
adaptaciones morfologicas en las células a pancreaticas. Como se ha descrito en
numerosos trabajos, el embarazo promueve que los niveles de insulina en plasma asi
como la secrecion de insulina estimulada por glucosa se vean aumentados, regulandose
al alza en las células B (Baeyens et al., 2016, Banerjee, 2018, Napso et al., 2018,
Sorenson et al., 1993). Esta regulacién es dinamica de manera que estos dos
parametros alcanzan su maximo durante la segunda mitad del embarazo y vuelven a
valores basales en momentos cercanos al parto (Parsons et al., 1992, Sorenson and

Brelje, 1997). Sin embargo, no existe practicamente ninguna evidencia de como
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responden las células a ante este desafio metabdlico en cuanto a la secrecion de

glucagon.

Los niveles de glucemia obtenidos se encontraban disminuidos en las ratonas
prefiadas G18.5 comparados con las ratonas control, no siendo en ningun caso niveles
de glucosa en sangre que pudiéramos considerar patoldgicos, encontrandose dentro de
los rangos normales. Esta reduccion de los niveles de glucosa en sangre por debajo de
los niveles de las ratonas no prefiadas podria responder a la gran demanda de
nutrientes que se produce por parte de los fetos en los ultimos estadios de la gestacion,
habiendo sido observado este fendmeno con anterioridad (Canniff et al, 2006,
Kahraman et al., 2014). Se ha observado ademas que si bien la resistencia a la insulina
aumenta a medida que progresa la gestacion, la sensibilidad a esta hormona vuelve a
aumentar hacia valores basales momentos antes del parto, facilitando la adaptacion
metabdlica materna a la situacion postparto (Musial et al., 2016). Por tanto, la
disminucion de la resistencia a la insulina al final de la gestacion conjuntamente con
valores de insulina superiores a los basales, podria llevar a una situacién de ligera
hipoglucemia como la que observamos. Las determinaciones hormonales se realizaron
empleando el plasma obtenido a partir de sangre recolectada de la vena safena con el
animal sin anestesiar, ya que existen estudios que muestran que ciertos compuestos
empleados en muchos procedimientos para la anestesia de animales de
experimentacién pueden alterar los niveles de insulina y glucosa en plasma (Zardooz et
al., 2010). Tras aplicar la técnica ELISA para la medicion de los niveles de estas
hormonas en plasma, observamos que las hembras gestantes G18.5 presentaban una
marcada hipoglucagonemia, con unos niveles de glucagdén en estado alimentado
significativamente disminuidos comparados con los de las ratonas no prefadas,
llegando estos niveles a reducirse practicamente a la mitad. Estos resultados se
encuentran en consonancia con otro estudio previo, en el que empleando el mismo
modelo animal (ratones C57BL/6) y analizando los niveles de glucagéon en plasma en
estado alimentado en el mismo dia de gestacion, obtuvieron los mismos resultados
(Moffett et al., 2014). Ademas, siguiendo esta linea, sabemos que en las mujeres, las
concentraciones de glucagén en plasma aumentan durante el primer y segundo
trimestre. Sin embargo, hacia el final del embarazo los niveles de glucagén en plasma
disminuyen significativamente (Luyckx et al., 1975). De igual modo, la hipoglucagonemia
observada en nuestro modelo, reproduce una situacion similar a lo que ocurre en otros
modelos de resistencia a la insulina como en la obesidad inducida por la dieta HFD (de
sus siglas en inglés, High Fat Diet) (Merino et al., 2015), en las que encontramos un

estado prediabético, caracterizado por resistencia a la insulina, normoglucemia y
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alteracion de los niveles plasmaticos de glucagén, encontrandose los mismos
disminuidos. El descenso en los niveles de glucagén plasmaticos observados en las
ratonas prefiadas en el dia de gestaciéon G18.5 podria ser el resultado de factores
directamente relacionados con la gestacion como serian las hormonas gestacionales.
Algo similar ocurre con el incremento de los niveles de insulina, donde estas hormonas
cumplen un papel importante en el aumento de la funcién de las células 3 (Napso et al.,
2018, Sorenson et al., 1993). Por otro lado, podria deberse al efecto inhibitorio sobre las
células a pancreaticas de las secreciones de otras poblaciones celulares del islote de
Langerhans, como la insulina y la serotonina (Almaca et al., 2016, Kawamori et al., 2009,
Moffett et al., 2014), cuya secrecién por parte de las células 8 se encuentra aumentada
durante la gestacion (Baeyens et al.,, 2016, Kim, H. et al., 2010). Por otra parte,
observamos que los niveles de insulina en plasma presentan una tendencia al aumento
en las ratonas prefiadas G18.5, lo cual se corresponderia con los resultados obtenidos
en estudios previos en ratén, en los que se obtuvieron niveles mas altos de insulinemia
hacia la mitad de la gestacion al compararlos con los niveles de insulina en plasma al
final de la gestacion o en ratonas control no prefiadas (Beamish et al., 2017, Kahraman
et al., 2014). Esta mayor insulinemia en el ratéon hacia la mitad de la gestacién coincidiria
con el momento en que las adaptaciones morfolégicas de la célula B, es decir, la

expansion de la masa de célula 3 se encuentra en su punto mas alto.

Por lo que respecta a la secrecién in vitro de glucagén a partir de islotes de
Langerhans frescos procedentes de ratonas prefiadas G18.5 y ratonas control,
observamos que existe una disminucion de la secrecién de dicha hormona a 0.5 mM
glucosa en las ratonas gestantes. Este descenso en la secrecion de glucagdén no puede
ser atribuido por completo a cambios en el contenido de esta hormona, ya que aunque
disminuido en las ratonas prefadas G18.5, esta reduccion no llega a ser
estadisticamente significativa en nuestros experimentos, salvo en la condicion de baja
glucosa (0.5 mM) mas 10 nM insulina. Ademas, encontramos resultados similares tanto
al normalizar la secrecion de glucagon por el contenido de glucagon o por la proteina
total. Este fendmeno ya habia sido observado previamente en ratas preiadas, donde la
secrecion basal de glucagon a partir de islotes aislados se encontraba disminuida en
presencia de bajas concentraciones de glucosa (2.5 mM G) (Moes et al., 1993). Esta
alteracion observada a bajas concentraciones de glucosa en nuestros experimentos,
donde se espera que la secrecion de glucagon por parte de las células a sea maxima
en condiciones normales, no puede ser el resultado de la regulacion paracrina por parte
de otras hormonas del islote, especialmente insulina o somatostatina, ya que a esta

concentracion de glucosa estas hormonas no deberian secretarse (Gromada et al.,
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2018, Quesada et al., 2008, Vieira et al., 2007). Por tanto, la inhibicién de la secrecién
de glucagon en las ratonas prefiadas podria reflejar un efecto directo sobre la célula a,
siendo probablemente el resultado de la regulacion a la baja a nivel de procesos como
la sensibilidad a glucosa, transduccion de la sefial y/o exocitosis. Empleando imagen de
calcio para evaluar la funcion de las células a en los islotes de Langerhans a nivel de la
sensibilidad a glucosa, se emplearon concentraciones de glucosa activadoras de la
secrecion de glucagon (0.5 mM G), asi como concentraciones inhibitorias de la misma
(11mM G). El resultado obtenido muestra que las células a en ambos grupos, ratonas
prefiadas G18.5 y ratonas control, efectivamente son capaces de responder a cambios
en las concentraciones de glucosa, inhibiéndose la actividad de estas células a altas
concentraciones de la misma. Esta actividad es medida como cambios en la frecuencia
oscilatoria de las células, expresada como oscilaciones/minuto, correspondiendo estas
oscilaciones a movilizacién o entrada de calcio al interior celular, al citosol. Puesto que
no observamos cambios a nivel de la sefal de calcio, parece que la disminucion de la
secrecién de glucagon, observada en las ratonas prefiadas G18.5, podria deberse muy
posiblemente a una alteracién a nivel de la maquinaria exocitética y del proceso de
exocitosis. Una disminucion similar en la secrecion de glucagon ha sido reportada en

ratonas hembra obesas resistentes a la insulina (Merino et al., 2015).

5. Papel de las hormonas gestacionales en las adaptaciones funcionales de

la célula a durante la etapa final de la gestacion.

A pesar de la importancia de la secrecion de glucagén en el mantenimiento de la
homeostasis de la glucosa y su contribucion a la etiologia de la diabetes, los
mecanismos que controlan la secrecion de esta hormona siguen siendo controvertidos,
existiendo diversos modelos que explicarian su regulacion (Hughes et al., 2018).
Basandonos en la posible contribucién de las hormonas gestacionales en la expansion
de la masa de célula a en las ratonas gestantes mostrada en el presente trabajo, y la
relevancia de estas hormonas en las adaptaciones funcionales que tienen lugar en la
célula 3 durante la gestacion (Brelje et al., 1993, Brelje et al., 2002, Sorenson and Stout,
1995); se llevaron a cabo experimentos empleando la linea celular a-TC1.9, con el fin
de estudiar el efecto de estas hormonas sobre la funcién de una linea celular productora
de glucagon. Al analizar el efecto de las hormonas gestacionales sobre la secrecion de
glucagon, observamos que el tratamiento con las hormonas lactogénicas (PL y PRL)
disminuyen la secrecion a 0.5 mM glucosa, tras 8 dias de tratamiento. Hasta la

actualidad, no hemos encontrado ningun trabajo que estudie directamente el papel de
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PRLr en la secrecién de glucagon, por lo que el presente estudio nos ofrece los primeros
datos sobre una posible implicacion de dicho receptor en los cambios en la secrecion
de glucagén que se producen hacia el final de la gestacion en el raton. Ademas,
encontramos que la secrecion de glucagon también estaba disminuida en las células
tratadas con E; a 0.5 mM glucosa. El estradiol mejora la homeostasis de la glucosa por
medio de efectos directos sobre las células B pancreaticas, células a y células L
intestinales. En consonancia con nuestros resultados, se ha observado que el
tratamiento de un cultivo primario purificado de células a pancreaticas procedentes de
ratonas ovarectomizadas con una dosis de 10 nM Ez durante 48 horas produce una
disminucion en la secrecion de glucagon, acompanada de un aumento de la razén GLP-
1/glucagén (Handgraaf et al., 2018). El E; ademas es capaz de modular los niveles de
mRNA del gen de proglucagon (Geg), disminuyendo la expresion de este gen en las
células a-TC1.9 tras 8 dias de tratamiento comparado con las células tratadas con el
vehiculo DMSO. En el estudio mencionado anteriormente observaron que el E; era
capaz de modular genes que codifican para enzimas responsables de la maduracion del
proglucagén a glucagén funcional, disminuyendo los niveles de mRNA de la prohormona
convertasa 1/3 y la prohormona convertasa 2. Sin embargo, la expresion del gen Geg
no se veia afectada tras un tratamiento agudo de 48 horas con altas dosis de estradiol
(10 nM). Es posible que la exposicion cronica a dosis fisiologicas durante el embarazo
(100 pM) pueda modular la sintesis de mMRNA del gen de proglucagén (GcG), tal y como
hemos observado en el presente trabajo, mientras que exposiciones a dosis
suprafisiologicas no tengan efecto (Handgraaf et al., 2018). La implicacién de las
hormonas gestacionales en la secrecion de glucagon por parte de las células a, no habia
sido referida hasta la fecha, no existiendo estudios que abordaran esta cuestién. Es por
ello que a nivel global, nuestros estudios in vitro empleando la linea celular nos indican
que las hormonas PL, PRL y E,, probablemente estén implicadas en el efecto inhibitorio
observado en la secrecién de glucagon a partir de islotes de ratonas prefnadas G18.5.
En cualquier caso, no podemos descartar la implicacion de otras hormonas, dada la
complejidad de las sefales que regulan las adaptaciones del pancreas endocrino

durante la gestacién (Napso et al., 2018).

En el presente estudio hemos observado un comportamiento dual por parte de las
células a pancreaticas en el embarazo: por un lado aumenta la masa de este tipo celular,
mientras que, al mismo tiempo, se constata una disminucion de la secrecién de glucagén
por parte de los islotes pancreaticos asi como de los niveles plasmaticos de esta
hormona. En este sentido, existen estudios que demuestran que ambos procesos, masa

y funcién, podrian interaccionar entre si. Por ejemplo, la ablaciéon genética tanto de la
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prohormona convertasa 2 como del glucagén conducen a la hiperplasia e hipertrofia de
la célula a (Furuta et al, 1997, Furuta et al., 2001, Hayashi et al., 2009). Estas
adaptaciones a nivel morfoldgico y estructural en la célula a han sido interpretadas como
una respuesta compensatoria a la falta de secrecion funcional de la hormona glucagén
por parte de estas células, lo que se traduce en un descenso de los niveles de glucagon
en plasma, asi como una disminucioén de la sefalizacion por parte del glucagén (Furuta
et al., 1997, Hayashi et al., 2009, Hayashi and Seino, 2018). Basandonos en esta
hipétesis, es posible que la expansién de la masa de célula a por hiperplasia e hipertrofia
celular observada en el presente trabajo en las ratonas prefiadas sea una consecuencia
o respuesta a la hipoglucagonemia observada en estos animales. No obstante, serian
necesarios mas experimentos para demostrar la relacion causa-efecto de este
fendmeno durante la gestacion. En cualquier caso, el estudio de este efecto dual masa-
funcion de la poblacién a pancreatica durante el embarazo seria complicado de abordar
pues la regulacién de este tipo celular se realiza en multiples niveles que implican
interacciones complejas entre factores metabdlicos, nutrientes, hormonas y sistema
nervioso, asi como comunicacién endocrina y paracrina, entre los diferentes tipos
celulares del islote (Quesada et al., 2008; Marroqui et al., 2014). Ademas, el embarazo
implica multiples cambios a largo plazo en el ambiente materno tanto a nivel fisioldgico
como metabdlico y endocrino; como por ejemplo, el aumento de los niveles de cortisol
que se producen en el tercer trimestre de la gestacién en los humanos (Jung et al.,
2011). Esta hormona ademas de presentar un papel fundamental en la maduracién fetal,
sabemos que ejerce importantes efectos sobre la funcion de las células del islote, como
la modulacion de la funcion de la célula B y la secrecion de insulina (Fine et al., 2018),

que podria contribuir a la adaptacién del pancreas endocrino durante la gestacion.

Igualmente, este efecto dual in vivo durante la gestacion podria también deberse a
la doble accién de PRL y PL sobre la proliferacién y la liberacion de glucagén que hemos
descrito en las células a-TC1.9. La activacion del receptor de la PRL (PRLR) implica la
estimulacién de al menos tres principales vias de sefializacion, JAK2/STAT5, MAPK y
PI3K, tanto en la célula B pancreatica como en otros tipos celulares (Baeyens et al.,
2016, Binart et al.,, 2010). La activacion de las cascadas de sefializacion MAPK o
JAK2/STATS a través de PRLR, se asocia principalmente a un aumento de la
proliferacion (Baeyens et al., 2016, Binart et al., 2010). Sin embargo, en la célula a
pancreatica y en la linea celular a-TC1 la activacién de la via PI3K se ha asociado tanto
a una inhibicién de la secrecion de glucagon (Kawamori et al., 2009, Piro et al., 2010,
Quesada et al., 2008), como a un aumento de la proliferacion (Liu, Z. et al., 2011, Liu,

Z., Stanojevic et al., 2011). Por tanto, es posible, que la activacion de PRLR en la célula
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a produzca acciones opuestas en la proliferacion y secrecion, como ocurre en nuestros
resultados, via PI3K. Una situacion similar ha sido descrita en el caso de la insulina via
PIBK'y GLP-1 a través de la ruta de sefalizacion PKA. Mientras que ambas hormonas
disminuyen la secrecion de glucagon por parte de las células a pancreaticas y las células
a-TC1 (De Marinis et al., 2010, Kawamori et al., 2009, Piro et al., 2010, Quesada et al.,
2008), a su vez inducen la proliferacion en este tipo celular del islote de Langerhans
(Kedees et al., 2009, Lee, Y. S. et al., 2018, Liu, Z. et al., 2011).

En cualquier caso, debemos tomar con precaucion los efectos de PRL y PL
observados en nuestro modelo in vitro, en comparacién con las condiciones in vivo.
Usando enfoques similares a los descritos anteriormente in vitro para imitar la exposicion
a largo plazo a la senalizacion de estas hormonas durante el embarazo y su efecto sobre
la proliferacion de células B (Sorenson et al., 1993), expusimos las células a-TC1.9
durante 8 dias a las diferentes hormonas gestacionales que pudieran tener un papel
clave en el embarazo (Baeyens et al., 2016). Sin embargo, en estas condiciones a largo
plazo testadas para la proliferacion, la secrecién de glucagon de las células a-TC1.9,
también podria estar bajo la influencia de una red reguladora multifactorial. Se ha
demostrado que el control de la secrecion de células a pancreaticas es un proceso
complejo, comparado con el de las células B (Gromada et al., 2018, Sandoval and
D'Alessio, 2015, Walker et al., 2011). Se ha demostrado que, ademas del glucagon, las
células a pancreaticas también pueden producir y secretar otras moléculas de
sefalizacién como GLP-1, acetilcolina, GIP (polipéptido insulinotrépico dependiente de
glucosa) y glutamato, las cuales pueden afectar a las células a y beta por regulacion
autocrina y paracrina respectivamente (Cabrera et al., 2008, Ellingsgaard et al., 2011,
Fujita et al., 2010, Rodriguez-Diaz et al., 2011, Sandoval and D'Alessio, 2015, Traub et
al., 2017). Estos procesos pueden ser inducidos bajo ciertas condiciones, y
generalmente involucran estimulacion a largo plazo (como condiciones cronicas in vitro),
en lugar de modulacién aguda a corto plazo. Ademas, se ha demostrado que varios
estimulos como la glucosa o la adrenalina producen un efecto bifasico dependiente de
la dosis sobre la liberacion de glucagon (De Marinis et al., 2010, Walker et al., 2011), el
cual se ha atribuido a la actividad eléctrica particular y patrén de actividad del canal Kate
que regula especificamente la secrecién de células a pancreaticas (De Marinis et al.,
2010, MacDonald et al., 2007, Walker et al., 2011). Por lo tanto, no podemos descartar
totalmente que, en otras condiciones, PRL y PL pueden inducir efectos secretores
alternativos sobre las células a pancreaticas durante el embarazo, lo que representa un

escenario complejo con multiples sefales.
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En resumen, los hallazgos realizados en el presente trabajo muestran como durante
la gestacion, las células a pancreaticas experimentan importantes adaptaciones, tanto
morfoldgicas como funcionales, en respuesta a esta condicion fisioldgica extraordinaria.
Ademas, los datos evidencian la potencial implicacién de las hormonas gestacionales,
especialmente PL, PRL y Ex, en la regulacion de estos cambios adaptativos, al igual que
ocurre con la célula B pancreatica durante la gestacion. Estas adaptaciones de la célula
a, ante una condicién de pérdida de sensibilidad a la insulina a nivel periférico, podrian
ser cruciales para el mantenimiento de una homeostasis de la glucosa adecuada,
favoreciendo un ambiente metabdlico éptimo tanto para la madre como para el feto en
crecimiento. De hecho, el papel critico del glucagon durante la gestacion ha sido
demostrado previamente por estudios que han evidenciado que la interrupcion de la
sefalizacién de glucagon tiene como resultado defectos fetoplacentarios, asi como
alteraciones en el ambiente metabdlico fetal (Ouhilal et al., 2012). Ademas, diversos
estudios previos han demostrado que el glucagén regula el metabolismo de las células
de glucégeno placentarias (Coan et al., 2006, Perlman et al., 1988). Basandonos en la
informacion previa de las que disponemos y ante los resultados obtenidos en el presente
trabajo, podemos afirmar que es posible que la funciéon atenuada de las células q,
observada en las ratonas prefiadas G18.5, tenga como objetivo prevenir una evolucion
potencial hacia un estado hiperglucémico, rompiendo asi el equilibrio madre-feto, lo que
podria desencadenar el desarrollo de GDM. Esta hipotesis esta respaldada por el hecho
de que, en efecto, el desarrollo de GDM ha sido asociado con numerosas alteraciones
en la funcién de este tipo celular del islote de Langerhans y con la hipersecreciéon de
glucagon (Beis et al., 2005, Canniff et al., 2006, Grigorakis et al., 2000). De este modo,
una inadecuada adaptacién de la célula a pancreatica durante el embarazo, podria
promover una condicion de hiperglucemia, muy perjudicial para la salud materno-fetal,
tanto durante el periodo gestacional como en la vida adulta, aumentando el riesgo de
desarrollo de patologias como la T2DM y obesidad. Nuestras observaciones, por tanto,
podrian resultar de gran interés para el disefio de nuevas estrategias terapéuticas en
GDM. Por todo ello, los hallazgos realizados en el presente trabajo ofrecen una
informacion novedosa sobre las complejas adaptaciones que tienen lugar en el pancreas
endocrino durante la gestacion, aportando una vision mas global, asi como iniciando el
camino para el estudio del papel que cumplen las hormonas gestacionales en este

proceso.
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Durante la gestacion la madre experimenta importantes cambios morfolégicos y
estructurales a nivel del islote de Langerhans. Tal como hemos podido demostrar en
el presente trabajo, en el dia gestacional G18.5 se produce la expansion de la masa

de célula a pancreatica en el ratén.

El crecimiento de la masa de célula a en este periodo del embarazo se debe
principalmente a un aumento en la proliferacion de este tipo celular, asi como a la
hipertrofia de la misma. Otros mecanismos como la neogénesis, la transdifereciacion

0 cambios en los niveles de apoptosis no parecen desempefiar un papel relevante.

En G18.5, observamos in vivo que las ratonas prefiadas presentan una ligera
hipoglucemia, una tendencia no significativa a la hiperinsulinemia y una marcada

hipoglucagonemia.

Igualmente, en experimentos ex vivo se observa una alteracion tanto a nivel de la
secrecion de glucagdbn como del contenido intracelular, viéndose ambos

disminuidos.

La exposicion crénica a lactégeno placentario y prolactina aumenta la proliferacion
en la linea celular secretora de glucagén a-TC1.9, mientras que el E; disminuye la
misma. Estos resultados indican que las hormonas gestacionales podrian estar
implicadas en los cambios que la masa de célula a experimenta hacia el final de la

gestacion en el ratén.

La exposicion crénica a PL, PRL y E; tiene un efecto inhibitorio sobre la secrecion
de glucagon inducida a baja glucosa en a-TC1.9. El estradiol ademas tiene también
un efecto inhibitorio sobre la expresion del gen de proglucagon Gcg. Estos
resultados indican que las hormonas gestacionales podrian participar en la

regulacion de las adaptaciones funcionales de la célula a durante la gestacion.

En resumen, hacia el final de la gestacién en el ratén, se producen importantes
adaptaciones tanto a nivel morfoldégico como funcional en la poblacion de células a
pancreaticas, donde las hormonas gestacionales podrian desempefiar un papel

importante en la regulacion de las mismas.
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During pregnancy, the endocrine pancreas in the mother undergoes important
morphological and structural changes. As we have been able to demonstrate in the
present work, there is an expansion of the alpha-cell mass at late gestation in the

mice.

The increase of the alpha-cell mass observed at G18.5 in the mouse is mainly due
to an increase in proliferation of this cell type, as well as alpha-cell hypertrophy.
Other mechanisms such as neogenesis, transdifferentiation or changes in

apoptosis, do not seem to play a relevant role.

At gestational day 18.5, in vivo experiments showed that pregnant mice have a mild
hipoglycaemia, a non-significative hyperinsulinaemia and an important

hipoglucagonaemia.

At the same time, our ex vivo experiments showed that G18.5 pregnant mice present
impaired glucagon secretion and intracellular content, both of them being

diminished.

Chronic exposure to placental lactogen and prolactin increases proliferation in the
glucagon release a-TC1.9 cell line, while E2 reduces it. These results indicate that
gestational hormones may be involved in the changes that a cell mass undergoes

at late pregnancy in the mouse.

Chronic exposure to PL, PRL and E2 has an inhibitory effect on glucagon secretion
induced at low glucose in a-TC1.9. Estradiol also has an inhibitory effect on the
expression of the Gecg proglucagon gene. These results indicate that gestational
hormones could participate in the regulation of functional adaptations of the a cell

during pregnancy.

In summary, the present findings show that the pancreatic alpha-cell undergoes
important morphofunctional adaptations during pregnancy, especially at late
pregnancy in the mouse. These adaptations are likely regulated by the main
pregnancy hormones, which play an important role in the adaptive response of the

pancreatic beta-cell during gestation as well.
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Abstract

Background: Pregnancy represents a major metabolic challenge for the mother, and
involves a compensatory response of the pancreatic beta-cell to maintain
normoglycaemia. However, although pancreatic alpha-cells play a key role in glucose
homeostasis and seem to be involved in gestational diabetes, there is no information about

their potential adaptations or changes during pregnancy.

Material and methods: Non-pregnant (controls) and pregnant C57BL/6 mice at
gestational day 18.5 (G18.5) and their isolated pancreatic islets were used for in vivo and
ex vivo studies, respectively. The effect of pregnancy hormones was tested in glucagon-
secreting a-TC1.9 cells. Immunohistochemical analysis was performed in pancreatic
slices. Glucagon gene expression was monitored by RT-qPCR. Glucagon secretion and

plasma hormones were measured by ELISA.

Results: Pregnant mice on G18.5 exhibited alpha-cell hypertrophy as well as augmented
alpha-cell area and mass. This alpha-cell mass expansion was mainly due to increased
proliferation. No changes in alpha-cell apoptosis, ductal neogenesis, or alpha-to-beta
transdifferentiation were found compared with controls. Pregnant mice on G18.5
exhibited hypoglucagonaemia. Additionally, in vitro glucagon secretion at low glucose
levels was decreased in isolated islets from pregnant animals. Glucagon content was also
reduced. Experiments in a-TC1.9 cells indicated that, unlike estradiol and progesterone,
placental lactogens and prolactin stimulated alpha-cell proliferation. Placental lactogens,
prolactin and estradiol also inhibited glucagon release from a-TC1.9 cells at low glucose

levels.
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Conclusions: The pancreatic alpha-cell in mice undergoes several morphofunctional
changes during late pregnancy, which may contribute to proper glucose homeostasis.

Gestational hormones are likely involved in these processes.

Keywords: pregnancy, pancreatic alpha-cell, glucagon, pregnancy hormones.

Abbreviations: GDM, gestational diabetes mellitus; G, glucose; INS, insulin; PL,

placental lactogen; PRL, prolactin; P, progesterone; E», estradiol.
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1. Introduction.

To fulfill the energy requirements of the growing fetus, major physiological
adaptations occur in the gravid mother. During late pregnancy, maternal insulin resistance
in peripheral tissues allows for an adequate glucose gradient and supply to the fetus [1,2].
Among other factors, increased levels of gestational hormones are known to play a role
in the decline of insulin sensitivity during late pregnancy [1]. Under this particular
scenario, pancreatic islets undergo multiple adaptations driven predominantly by
gestational hormones: placental lactogen (PL), prolactin (PRL), progesterone (P) and
estradiol (E2) [3]. These adaptations constitute a physiological response to insulin
resistance in order to increase plasma insulin levels and maintain a normoglycemic state
in the mother. Adaptive changes in pancreatic beta-cells involve hyperplasia, hypertrophy
and increased secretory activity in both humans and rodents [1,2,4]. When these maternal
beta-cell adaptations are not able to compensate for insulin resistance, hyperglycaemia
and gestational diabetes mellitus (GDM) arises and leads to negative outcomes in the
mother and offspring. GDM increases the maternal risk of developing Type 2 diabetes
mellitus (T2DM) after delivery [1]. Moreover, GDM could also have adverse metabolic
consequences for the offspring, such as impaired development of the endocrine pancreas,

predisposition to obesity, glucose intolerance and T2DM later in life [5].

In addition to insulin, glucagon release from pancreatic alpha-cells also regulates
glucose homeostasis [6]. Hypoglycemia stimulates secretion from these endocrine cells,
leading to a rise in plasma glucagon levels and glucagon-induced hepatic glucose
production to normalize glycaemia [6,7]. In recent years, accumulated evidence indicates
that alterations in both glucagon secretion and pancreatic alpha-cell mass and function
are involved in the development of hyperglycaemia and the etiopathogenesis of diabetes

[6,7]. Despite the importance of this islet cell population, the potential adaptations of the
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pancreatic alpha-cell during pregnancy are essentially unknown. Glucagon seems to play
a significant role in the metabolism of placental glycogen cells [8,9] and the lack of
glucagon signaling leads to fetoplacental defects and alterations in the maternal metabolic
milieu in pregnant mice [10]. Like insulin, plasma glucagon levels exhibit dynamic
changes throughout gestation in humans and mice [11,12]. It has been reported that the
counter-regulatory glucagon response to hypoglycemia is diminished in pregnancy [13].
Remarkably, GDM is associated with higher plasma glucagon levels in late pregnancy
[14] and with the lack of glucagon suppression in response to glucose [15], which can
contribute to hyperglycemia. Despite these observations, virtually nothing is known about
either the alterations or adaptations of the alpha-cell during gestation or the potential
contribution of pregnancy hormones in pancreatic alpha-cell regulation. In the present
study, we show that the pancreatic alpha-cell also undergoes several morphological and
functional changes during pregnancy and that prolactin and placental lactogens may be

involved in these alterations.
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2. Materials and Methods.

2.1 Animals.

The procedures used in this work were previously evaluated and approved by the
Animal Ethics Committee of the Miguel Hernandez University (UMH) in accordance
with current national and European legislation. Animals were 8-10 weeks-old C57BL/6
female mice, which were supplied by the UMH Animal Experimentation Service. The
animals were kept under controlled and standardized conditions with a light/dark cycle
of 12 hours, 22°C and ad libitum access to food and water. Non-pregnant female mice
were established as controls, while the study group included pregnant mice on gestational
days G12.5, G15.5 and G18.5. Mating was confirmed by the presence of a vaginal plug

and this day was established as GO.5.

2.2 Cell culture.

For the in vitro experiments, we used the glucagon-releasing cell line a-TC1.9
(ATCC, Manassas, VA, USA). According to the supplier, these cells were derived from
an adenoma, which was obtained in transgenic mice expressing the SV40 T antigen
oncogene under the control of the rat preproglucagon promoter. Because of the similar
secretory profile of a-TC1.9 cells to that of primary mouse alpha-cells, this cell line has
been frequently used as a model to study calcium signaling and glucagon release from
pancreatic alpha-cells [16]. a-TC1.9 cells were grown in DMEM (Invitrogen, Barcelona,
Spain) without phenol red and supplemented with 2 mM I-glutamine, 1.5 g/l NaHCOs,
10% inactivated FBS, 15 mM HEPES, 100 U/ml penicillin, 0.1 mg/ml streptomycin, 0.1
mM non-essential amino acids, and a final glucose concentration of 3 g/l. Cells were

treated for 8 days with the different pregnancy hormones: PL (500 ng/ml), PRL (500
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ng/ml), P (100 ng/ml) and E> (100 pM). DMSO was used as vehicle. The media was

refreshed every 48 hours.

2.3 Immunocytochemistry and immunohistochemistry.

For the immunohistochemistry, the pancreases were removed and fixed overnight
in 4% paraformaldehyde. Subsequently, the tissue was embedded in paraffin and the
sections were prepared for immunohistochemistry to identify glucagon-containing cells.
After dehydration, the sections were heated to 100°C in the presence of citrate buffer
(10mM, pH 6.0) for 20 min. Endogenous peroxidase was blocked by incubation with a
solution of 3% hydrogen peroxidase in 50% methanol for 30 min. The sections were then
incubated in 3% BSA in PBS for 1 h at room temperature to block nonspecific binding
[17-19]. Two to three pancreas sections separated by 200 pm were measured per animal.
The total pancreatic area, alpha-cell area and cell size were measured using Metamorph
Analysis Software (Nashville, TN, USA). In these experiments, glucagon-containing
cells were identified using a polyclonal anti-glucagon rabbit antibody (1:100; Monosan,
Uden, The Netherlands) as previously described [17-19] with a hematoxylin counterstain
to identify nuclei. Proliferation was analyzed using a monoclonal anti-Ki67 rabbit
antibody (1:400; Cell Signaling Technology, Danvers, MS, USA) and a monoclonal anti-
glucagon mouse antibody (1:1000; Sigma, Madrid, Spain) to identify the alpha-cells in
hematoxylin-counterstained samples. A kit for a double immunostaining was used in this
experiment (EnVision GI2 Doublestain System, Rabbit/Mouse; DAB+/Permanent Red)
(Agilent DAKO, Santa Clara, CA, USA). In both experiments, images were acquired
using a Nikon Eclipse TE200 microscope (20X objective). Apoptotic cell counting was

analyzed in pancreas sections with the TUNEL technique [18,19]. Images were acquired
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using a Zeiss Axiovert 200 fluorescence microscope (40X objective). Ductal neogenesis
was analyzed using the monoclonal anti-pan-Cytokeratin mouse antibody (1:300; Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), as previously described [18]. In this case, images
were acquired using a Zeiss Axio Observer Z1 microscope with ApoTome (40X
objective). To identify glucagon and insulin double-positive cells, a mouse monoclonal
anti-glucagon antibody (1:100; Sigma, Madrid, Spain) and a rabbit anti-insulin antibody
(1:100; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) were used. Double-positive cells
were manually counted using the LAS X software (Leica Microsystems Inc. Buffalo
Grove, IL, USA). Alexa Fluor 546 goat anti-rabbit IgG and Alexa Fluor 488 goat anti-
mouse IgG were used as secondary antibodies in the apoptosis and neogenesis
experiments, while Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG and Alexa Fluor 546 goat anti-
mouse IgG (1:500; Life technologies, Carlsbad, CA, USA) were used in the
immunostaining of glucagon-insulin positive cells. Nuclei were stained with Hoechst
33342 (1:1000; Invitrogen, Barcelona, Spain). Sections were mounted using ProLong
Gold Antifade Reagent (Invitrogen, Barcelona, Spain).

To study the proliferation rate in a-TC1.9 cells, the cells were seeded on coverslips
treated with poly-L-lysine (at least 100.000 cells/coverslip) and exposed for 8 days with
the different hormones. The incubation medium was refreshed every 48 hours. On day 7,
cells were incubated with 10 uM BrdU for 24 hours. Cells were then fixed with 4%
paraformaldehyde and immunofluorescence was performed. First, cells were immersed
in 70% ethanol at 4°C for 30 min; then, cells were immersed in 2 N HCI for 20 min,
followed by incubation in a 0.1 M borax solution for 15 min at room temperature and by
a wash step after incubation with PBS. To prevent non-specific binding, the cells were
incubated for 1 h in 3% BSA in PBS at room temperature. Staining was performed using

monoclonal anti-BrdU mouse antibody (1:100; Agilent Dako, Santa Clara, CA, USA) and
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propidium iodide to label the nuclei. The samples were mounted using ProLong Gold
Antifade Reagent (Invitrogen, Barcelona, Spain). Images were acquired using a Zeiss

LSM 510 confocal microscope (40X objective).

2.4 Plasma measurements.

Blood glucose was measured from the tail vein with an automatic glucometer
(Accu-Chek Compact plus; Roche, Mannhein, Germany). Blood samples were collected
from the saphenous vein using Microvette tubes (Sarstedt, Germany). For glucagon
measurements, blood samples were supplemented with aprotinin (20 mg/l) to protect
them from proteolysis. Plasma glucagon and insulin concentrations were determined by

ELISA (Crystal Chem Inc., Elk Grove Village, IL, USA).

2.5 Glucagon secretion and content measurements.

Mice were euthanized by cervical dislocation, and islets were isolated by
collagenase digestion as previously described [18]. Freshly isolated islets from non-
pregnant controls and G18.5 pregnant mice were left to recover for 2 hours at 37°C and
5% COz in the isolation medium, which contained (in mM): 115 NaCl, 5 KCI, 10
NaHCOs3, 1.1 MgClz, 1.2 NaH2COq4, 2.5 CaClz, 25 HEPES, 5 glucose and 0.25% BSA
(pH 7.4). Groups of 15 islets were preincubated for 1 hour in 500 pl of medium with 0.5
mM glucose (G), 0.1% BSA and the following composition (in mM): 140 NaCl, 4.5 KCl,
1 MgCl, and 20 HEPES (pH 7.4). Islets were then exposed for 1 hour to 300 pl of medium
with the same composition and different stimuli: 0.5 mM G, 11 mM G, or 0.5 mM G plus
10 nM insulin. Finally, media were collected and glucagon concentrations were measured
by ELISA (Mercodia AB, Uppsala, Sweden). To determine glucagon content, islets were

collected and incubated overnight at 4°C in 20 pl of a lysis buffer (75% ETOH, 24,6%
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dH20 and 0,4% of 30% HCI) and then centrifuged at 14.000 rpm for 4 minutes. Glucagon
content was measured in the supernatant by ELISA. Total protein concentration was
analyzed using the Bradford dye method [18].

Measurement of glucagon secretion from o-TC1.9 cells was performed with the
media described for experiments with isolated islets. On day 8 after hormonal treatment,
cells were preincubated for 2 hours with 500 pl of secretion media with 5.6 mM G and
then, incubated for 1 hour with the appropriate stimuli: 0.5 mM G, 11 mM G or 0.5 mM
G plus 10 nM insulin. Next, 400 pl were collected and used to measure glucagon secretion
by ELISA. To determine glucagon content, cells were recovered from the wells and
treated with 200 pl of lysis buffer overnight at 4°C. To measure glucagon release or

content, aprotinin (20 mg/l) was included in all media [18].

2.6 RNA isolation and real time PCR.

After 8 days of hormonal treatment, total RNA from a-TC1.9 cells was extracted
using the RNeasy Mini kit (Qiagen, Madrid, Spain) and quantified by optical density at
260 and 280 nm using the NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). cDNA synthesis was carried out from 0.5 pg of total RNA using
the High Capacity cDNA Reverse Transcription RNA kit (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) under the following conditions: 10’ at 25°C, 120 at 37°C and 5’ at 85°C,
cooling down the samples at 4°C after these steps. Quantitative PCR assays were
performed using a CFX96 Real Time System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) with 1pul of
cDNA in a total final volume of 10 pl, containing 200 nM of each primer and 1X IQ™
SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Samples were subjected to the
following conditions: 3 min at 95°C, 45 cycles of 5 s at 95°C, 5 s at 60°C and 10 s at

72°C, and a melting curve of 65 to 95°C with a slope of 0.1°C/s. The housekeeping gene
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HPRT (Hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase) was used as the endogenous
control for quantification. The resulting values were expressed as relative expression
compared with control levels (2724Y) [20]. Further information about the primers

sequences can be found in the Supplementary Table 1.

2.6 Statistical analysis.

Statistical analysis was performed with GraphPad Prism 7.0 software (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA). Data was shown as the mean = SEM. Student's t
test, one-way ANOVA or two-way ANOVA were applied according to the set of groups
that were compared. Non-parametric tests were performed when data did not meet the
assumption of normality. Except when indicated, a Dunnett's post hoc test or a Bonferroni
post hoc test was performed after one-way ANOVA or two-way ANOVA analysis,

respectively. Results were considered significant at p < 0.05.
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3. Results.
3.1 Pregnant mice exhibit increased pancreatic alpha-cell mass due to hypertrophy
and hyperplasia on gestational day G18.5.

To study the morphological characteristics of the pancreatic alpha-cell during
pregnancy, we first analyzed the alpha-cell population at different time points during
mouse gestation: G12.5, G15.5 and G18.5. Major beta-cell morphological changes have
been reported at these time periods [4,21]. The alpha-cell area and mass were significantly
increased on G18.5 (Fig. 1A, B). Additionally, the alpha-cell size was augmented on
G18.5 and there was a high tendency for increased alpha-cell number per islet compared
with controls (Fig. 1C, D). These morphological changes suggested that hypertrophy and,
probably, hyperplasia were part of the regulatory events involved in the alpha-cell mass
expansion observed on G18.5. This alpha-cell mass increase occurred with a similar
temporal pattern as that described for the expansion of the pancreatic beta-cell during
mouse pregnancy, which peaks around G16-G18.5 [22,23]. Given that different
morphological parameters were significantly altered on G18.5, we focused on this time

point in the following experiments.

3.2 Alpha-cell mass expansion during late pregnancy is mainly due to increased
alpha-cell proliferation.

Although it has been claimed that pancreatic beta-cell mass expansion during
gestation is essentially driven by enhanced proliferation, other processes like apoptosis,
neogenesis and transdifferentiation have also been proposed [1,2,4]. To determine the
processes responsible for the pancreatic alpha-cell mass expansion, we first analyzed
proliferation by measuring Ki-67 antigen expression in glucagon-positive cells [19]. A

two-fold increase in alpha-cell proliferation was observed on G18.5 (Fig. 1E).
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Additionally, the apoptotic rate was found to be very low in pancreatic alpha-cells and no
significant differences were observed on G18.5 compared with controls (Fig. 1F).

Given that few studies have suggested that beta-cell neogenesis from ductal cells
may also play a role during pregnancy in humans [24] and mice [21,25,26], we explored
whether this process was also contributing to alpha-cell growth during gestation. The
analysis of the presence of glucagon-containing cells co-stained with the ductal marker
pan-cytokeratin (PanCK) [19] revealed that their occurrence was low and not different
between both groups (Fig. 2A, B). In order to determine whether islet-cell
transdifferentiation may also occur during gestation as part of the pancreas adaptive
response, we performed an immunofluorescence analysis to quantify the presence of
glucagon and insulin double-positive cells [27,28]. We observed 4 double-positive cells
out of 1602 total alpha-cells in controls (n=3) and 6 double-positive cells out of 1815
alpha-cells in pregnant mice (n=3) (Fig. 2C), suggesting a negligible involvement of
alpha-beta reprogramming. Overall, these results indicate that alpha-cell proliferation is

probably the main contributor to the increased alpha-cell mass during late pregnancy.

3.3 Pregnant mice on G18.5 exhibit hypoglucagonaemia and impaired glucagon
secretion.

When plasma parameters associated with glucose homeostasis were analyzed, we
found a decrease in glycaemia in pregnant mice on G18.5 compared with controls (Fig.
3A). Pregnant animals also exhibited hypoglucagonaemia (Fig. 3B), while plasma insulin
levels showed a non-significant increase (Fig. 3C). To evaluate alpha-cell functional
activity, we performed a static glucagon secretion experiment using freshly isolated islets.
Islets were challenged with stimulatory (0.5 mM) or inhibitory (11 mM) glucose (G)

concentrations for the pancreatic alpha-cell [29] and also with insulin, which reduces
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glucagon release [30]. As expected, islets from non-pregnant mice exhibited vigorous
glucagon secretion at 0.5 mM G, while hormonal release was significantly inhibited in
the presence of 11 mM G or 10 nM insulin (Fig. 3D), consistent with prior studies [29,30].
Remarkably, glucagon secretion at 0.5 mM G was significantly reduced in islets from
pregnant mice compared to controls (Fig. 3D and Supplementary Fig. 1 for secretion
normalized to glucagon islet content and total islet protein, respectively). Glucagon
content was decreased in pancreatic islets from pregnant animals compared with controls,

although this only reached statistical significance in the insulin condition (Fig. 3E).

3.4 Lactogenic hormones and estradiol affect proliferation, glucagon release and
proglucagon mRNA expression in a-TC1.9 cells.

PL, PRL, P and E> hormones promote different aspects of the adaptive response
of the pancreatic beta-cell during pregnancy [3]. To assess whether these hormones also
function to regulate the alpha-cell changes described above, we analyzed proliferation
and glucagon release from o-TC1.9 cells. These cells were treated for 8 days with
hormone concentrations within the range described in pregnant mice [3,31-34] and in
similar in vitro studies [32,35]. While PL and PRL stimulated proliferation, E> induced
the opposite effect (Fig. 4).

Based on the results obtained from the ex vivo glucagon secretion studies (Fig. 3),
we also examined the potential role of pregnancy hormones in glucagon release from o-
TC1.9 cells. After 8 days of hormone exposure [32], glucagon secretion was analyzed
after incubation of cells with 0.5 mM G, 11 mM G or 0.5 mM G plus 10 nM insulin for 1
hour. Similar to isolated islets (Fig. 3), a-TC1.9 cells treated with vehicle exhibited
maximal glucagon secretion at 0.5 mM G and significant decreases at both 11 mM G and

0.5 mM G plus insulin. Interestingly, glucagon release at 0.5 mM G was significantly
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inhibited in the cells treated with PL, PRL and E; (Fig 5A). Similar results were obtained
when glucagon release was normalized to islet protein content (Supplementary Fig. 2A).
No differences were found between groups in the glucagon content or in glucagon gene
expression, with the exception of a decrease in glucagon mRNA after E» exposure (Fig.
5B, C and Supplementary Fig. 2B, C). Overall, our findings in both pancreatic alpha-cells
and o-TC1.9 cells indicate that the gestational hormones PRL, PL and E: are likely

involved in the alpha-cell alterations during pregnancy.
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4. Discussion.

During pregnancy, the mother undergoes major hormonal and metabolic changes
to meet the energy requirements of the growing fetus. These changes involve a maternal
decrease in peripheral insulin sensitivity to ensure the glucose gradient for the fetus. To
maintain glucose homeostasis in this situation, important morphofunctional adaptations
take place in the pancreatic beta-cell to increase hormonal secretion and compensate for
the insulin resistance [1,2,4,36]. A deficient pancreatic beta-cell adaptation can lead to
impaired glucose homeostasis and GDM [1,2,5]. It has been described that pregnancy
hormones play a key role in the development of both insulin resistance and beta-cell
adaptations during gestation [3], yet there is little information about the alterations of the
pancreatic alpha-cell during pregnancy and the potential function of gestational
hormones.

In the present study, we analyzed the morphofunctional features of pancreatic
alpha-cells during pregnancy. We found a significant increase in alpha-cell mass at G18.5,
which was mainly associated with hypertrophy and hyperplasia, a situation similar to that
reported in beta-cells [4,22]. These findings are in accordance with a previous study
showing alpha-cell expansion during pregnancy in a similar period [22]. The increase in
alpha-cell mass on G18.5 was not associated with changes in apoptosis, which remained
at low levels, similar to what has been reported for beta-cells during pregnancy [24,37].
This result was not unexpected, since alpha-cell apoptosis is very low in non-pregnant
mice [38] and this islet cell type exhibits a high resistance to pro-apoptotic stimuli
compared with beta-cells [39].

Although proliferation seems to be the major contributor to beta-cell mass growth
in rodent pregnancy, few studies have observed that up to 10-25% of beta-cells may come

from other non-beta-cell sources[2,25,26]. In this regard, neogenesis from ductal cells has
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been postulated as an important contributor to beta-cell mass during human pregnancy
[24]. However, since other studies failed to detect beta-cell neogenesis [40,41], this issue
remains controversial. Of note, we found a low proportion of glucagon-containing cells
expressing the ductal marker PanCK that did not change between control and pregnant
animals. Thus, these findings indicate that pancreatic ductal cells do not act as an alpha-
cell source during pregnancy. Transdifferentiation among different islet cell types has
been reported under some pathophysiological conditions and with genetically modified
animal models [27,28]. In our study, we observed a similar very low number of islet cells
expressing both insulin and glucagon in control and pregnant mice, which suggests that
transdifferentiation programs may not have a significant impact on alpha-cell mass during
pregnancy.

Although E» and P may also have an effect on beta-cell proliferation [32,42], PL
and PRL have been described as key regulators of gestational beta-cell replication
[1,22,23,37]. Treatment of a-TC1.9 cells with PL and PRL increased proliferation,
suggesting an important role for these hormones, which is similar to findings in beta-cells
[32]. The PRL receptor has been reported in neonatal rat pancreatic alpha-cells [43].
However, while PRL activated the JAK/STATS pathway in rat beta-cells, this effect was
not observed in alpha-cells [35]. This suggests that PRL may activate STAT-independent
signaling routes in glucagon-secreting cells, as has been reported in other cell types [44].
Unlike PL and PRL, E; diminished a-TC1.9 cell proliferation. Progesterone also
produced a similar trend, as expected since this hormone counteracts PRL-induced rat
beta-cell proliferation [32]. The role of E in beta-cell proliferation is still unclear: while
this hormone partially reverses PRL-induced BrdU incorporation in rat islets (Sorenson
et al., 1993), it has been shown that E; increases proliferation in insulinoma INS1 cells

and dispersed rat beta-cells after 48 hours of culture [42]. Given that these studies were
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performed with pharmacological doses, it is difficult to draw conclusions to the
physiological context. Thus, although E proliferative effects on the beta-cell may differ
depending on experimental conditions, our findings indicate that E> may decrease alpha-
cell replication. Overall, all these results indicate that PRL and PL may have a prominent
function in the regulation of the alpha-cell mass expansion during pregnancy, as has been
reported for the pancreatic beta-cell [2,4,32].

It is well known that plasma insulin levels and glucose-stimulated insulin
secretion (GSIS) from pancreatic beta-cells follow a dynamic pattern during pregnancy
[1,2,32,36,45,46]. One of the most important adaptive changes in pregnancy is a lowering
of the threshold for GSIS [45,46]. This threshold changes throughout pregnancy peaking
at G15, when islets release 8-fold more insulin at 5.6 mM glucose. At G19, this effect is
diminished to 4-fold increase in insulin secretion, and reaches control levels at G20
[45,46]. Additionally, it has been reported in mice that whole body insulin sensitivity both
is higher at G19 compared with G16 and is similar to non-pregnant animals [47]. This
insulin sensitivity level at G19 near control conditions [47], together with a decreased
threshold for GSIS at this gestational day [45], may explain the lower glucose levels and
the trend to high insulin concentrations found in the present work. A similar scenario has
been previously described in late pregnancy in mice [5]. Likewise, higher insulinemia at
mid gestation compared with late pregnancy and non-pregnant controls has also been
described in mice [21]. This situation should be considered as an aspect of late pregnancy
reconditioning to prepare the mother for labor and lactation [46].

Contrary to the situation of beta-cells, there is nearly no evidence about glucagon
secretion from pancreatic alpha-cells during pregnancy. In agreement with a previous
study [12], we observed that pregnant mice exhibited hypoglucagonemia on G18.5. In

women, plasma glucagon concentrations rise during the first and second trimesters but
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they decrease at late pregnancy [11]. The hypoglucagonemia observed in pregnant
animals was further supported by in vitro glucagon release experiments showing that
alpha-cell secretion from freshly isolated islets was down-regulated in pregnant mice.
Additionally, glucagon content also seemed to be reduced in the islets from pregnant
female. Because paracrine influences should not affect alpha-cells at 0.5 mM glucose
[6,7,29], the reduced glucagon secretion may reflect a direct action on these cells,
probably a down-regulation at the level of glucose-sensing, signal transduction and/or
exocytosis. In pregnant rats, basal glucagon release from isolated islets was also found to
be reduced at 2.5 mM glucose [48]. The lower plasma glucagon levels found during late
gestation could be the result of a direct regulation by pregnancy-induced factors and/or
by paracrine inhibitory signals acting on alpha-cells, like insulin or serotonin [12,30,49],
whose intra-islet secretion from beta-cells is increased during gestation [1,50]. In the
present work, the in vitro experiments with a-TC1.9 cells also point to a direct role for
gestational hormones in late pregnancy hypoglucagonemia. PL, PRL and E; all
diminished glucagon secretion at 0.5 mM G. A previous study using purified primary
alpha-cells also showed that exposure to 10 nM E; for 48 hours down-regulated glucagon
content and release [51]. In line with this, E> produced an inhibitory effect on a-TC1.9
cells at the level of secretion and glucagon mRNA expression in our experiments. To the
best of our knowledge, there are no previous data describing PL and PRL actions on
alpha-cell secretion. Overall, these results indicate that PL, PRL and E: are likely
involved in the inhibitory effect observed in glucagon secretion from isolated islets in
pregnant mice. In any case, given the complexity of the signals that regulate the
adaptations of the endocrine pancreas during gestation [36], we cannot rule out the

involvement of other hormones.
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It has been reported that genetic ablation of either prohormone convertase 2 or
glucagon leads to alpha-cell hyperplasia and hypertrophy [52-54]. These results have
been interpreted as a compensatory response to the limited hepatic glucagon signaling
associated with the lower plasma glucagon levels in these animals [54]. Thus, it is
plausible that the alpha-cell hyperplasia and hypertrophy described here in pregnant mice
could be derived from their hypoglucagonemia. Recent findings have also shown that
interrupted glucagon receptor signaling can induce hepatic amino-acid release and
hyperaminoacidemia, which seems to be linked to mTOR-mediated alpha-cell
proliferation [55]. Further studies will be required to better understand the whole scenario.

In addition to the potential in vivo interactions described above that may take place
during pregnancy, the results obtained with the alpha-cell line also point to a direct role
of PL and PRL in the dual actions on alpha-cells during gestation. Activation of the PRL
receptor involves the stimulation of at least three main signaling pathways in the
pancreatic beta-cell and other cell types: JAK2/STATS, MAPK and PI3K [1,44]. In the
case of mouse alpha-cells and alpha-TC1 cells, activation of the PI3K pathway has been
associated with both the inhibition of glucagon secretion [6,30] and the increase of
proliferation [56]. Thus, it is plausible that PRL receptor activation may produce opposite
actions on alpha-cell proliferation and secretion through PI3K signaling. A similar
situation has also been described for insulin via PI3K [6,7,30,56] and for glucagon-like
peptide 1 (GLP-1) via the PKA signaling pathway [6,7,57,58].

In any case, we should take with some caution the PRL and PL effects observed
in our in vitro model, when compared with in vivo conditions. The control of pancreatic
alpha-cell secretion is a complex process compared with that of the beta-cell [7,59,60]. It
has been shown that, in addition to glucagon, pancreatic alpha-cells can also secrete other

signaling molecules like GLP-1, acetylcholine, GIP (gastric inhibitory polypeptide) and
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glutamate, which can subsequently affect alpha-cell function by autocrine regulation
[6,7,59,60]. These processes can be induced under certain conditions, and usually involve
long-term stimulation (like chronic in vitro conditions) rather than short-term acute
modulation. Additionally, several stimuli like glucose or adrenaline have been shown to
produce a dose-dependent biphasic action on glucagon release [57,60], which has been
attributed to the particular electrical activity and ATP-dependent K* channel activity
pattern that specifically regulates pancreatic alpha-cell secretion [57,60]. Thus, we cannot
totally discard that, in other conditions, PRL and PL may induce alternative secretory
effects on pancreatic alpha-cells during pregnancy, which represents a complex scenario
with multiple signals.

In summary, the present findings show that the pancreatic alpha-cell undergoes
important morphofunctional changes during pregnancy. These changes are likely
regulated by the main pregnancy hormones that have been implicated in the adaptive
response of the pancreatic beta-cell during this physiological condition. These alpha-cell
adaptations during an insulin-resistant condition might be crucial for the maintenance of
an adequate glucose and metabolic milieu for the mother and the fetus. Indeed, the key
role of glucagon during pregnancy has been previously pointed out by studies showing
that interruption of glucagon signaling results in fetoplacental defects and alterations in
the fetal metabolic environment [10], and that this hormone regulates the metabolism of
placental glycogen cells [8,9]. Therefore, the attenuated alpha-cell function on G18.5
described here could be an adaptation to prevent a potential evolution to a hyperglycemic
state. Indeed, since GDM has been associated with several alterations in the function of
these islet cells and glucagon hypersecretion [13-15], an inadequate pancreatic alpha-cell
adaptation to pregnancy may promote a hyperglycemic condition. Our current findings

provide novel information about the complex adaptations of the endocrine pancreas
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during pregnancy to have a more complete view of the general scenario. These data would

be also interesting for the design of new therapeutic strategies in GDM.
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Figure legends

Figure 1. Increase in alpha-cell mass, area and cell size in pregnant mice on G18.5. (A-
D) Different morphological parameters were measured on gestational days G12.5, G15.5
and G18.5 in pregnant mice and non-pregnant controls. (A) Alpha-cell area (n=5 mice
per group). (B) Alpha-cell mass (n=5 mice per group). (C) Alpha-cell number per islet
(100 islets were randomly selected from 5 mice per group). (D) Alpha-cell size (100 islets
were randomly selected from 5 mice per group). (E) Alpha-cell proliferation (%) in non-
pregnant (control) and pregnant mice on G18.5 (n=4 controls; n=5 pregnant mice). (C)
Alpha-cell apoptosis (%) analyzed by TUNEL in control and pregnant mice (n=5 mice
each group). Values represent mean = SEM. *p<0.05. One way-ANOVA followed by
Dunnet’s post hoc test (A, B); One way-ANOVA followed by Fisher’s Least Significant
Difference (LSD) test (C); Kruskal-Wallis followed by Dunn’s post hoc test (D). Mann-

Whitney test (E); Students t test (F).

Figure 2. Ductal glucagon-containing and insulin-glucagon double-positive cells are not
increased in pregnant mice on G18.5. (A) Percentage of double-positive cells for
glucagon and PanCK in control and pregnant mice on G18.5 (n=5 mice each group). (B)
Representative images showing the cellular staining for glucagon (red), PanCk (green)
and the nuclear labeling with Hoechst (blue) in pancreatic sections from controls and
pregnant mice. Boxed areas are enlarged on the right. White arrows indicate double-
positive cells. (C) Representative images showing the cellular staining for glucagon (red),
insulin (green) and the nuclear labeling with Hoechst (grey) in pancreatic sections from
controls and pregnant mice. Boxed areas are enlarged on the right. White arrows indicate

double-positive cells. Values represent mean = SEM. *p<0.05. Students t test (A).
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Figure 3. Plasma parameters and ex vivo glucagon secretion on G18.5. (A) Glycaemia in
control and pregnant mice (n=16 and n=8 animals, respectively). (B) Glucagon plasma
levels in control and pregnant mice (n=11 and n=9 animals, respectively). (C) Insulin
plasma levels in control and pregnant mice (n=12 and n=8 animals, respectively). All
plasma parameters were measured in non-fasted state conditions (D) Glucagon secretion
normalized by content from freshly isolated islets of controls and pregnant mice at 0.5
mM glucose (G), 11 mM G and 0.5 mM glucose plus 10 nM insulin (INS) (n=18-19
control mice; n=11 pregnant mice; 15 islets per animal and condition were used). (E)
Glucagon content in each condition in non-pregnant mice and pregnant G18.5 mice
(n=19-20 control mice; n=12 pregnant mice; 15 islets per animal and condition were
used). Values represent mean = SEM. *p<0.05; **p<0.01; ****p<0.001. Students t test

(A-C); Two-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test (D-E).

Figure 4. Effects of the pregnancy hormones P, PL, PRL and E, on the proliferation of a-
TC1.9 cells. (A) Quantification of BrdU-positive cells relative to control conditions
(vehicle) in a-TC1.9 cells treated for 8 days with PL (500 ng/ml), PRL (500 ng/ml), P
(100 ng/ml) and E, (100 pmol/l). Three different experiments were performed (n= 8
coverslips per condition; at least 2.000 cells were counted per coverslip). (B)
Representative images showing nuclei stained for propidium iodide (red) and BrdU
(green). Values represent mean £ SEM. *p<0.05. One way-ANOVA followed by Fisher’s

Least Significant Difference (LSD) test (A).

Figure 5. Effect of pregnancy hormones on glucagon secretion, content and proglucagon

mRNA expression in a-TC1.9 cells. Cells were treated for 8 days with PL (500 ng/ml),
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PRL (500 ng/ml), P (100 ng/ml) and E, (100 pmol/l). (A) Glucagon release from a-TC1.9

cells normalized by glucagon content was measured after 1 hour incubation in 0.5 mM
G, 11 mM G or 0.5 mM G plus 10 nM insulin. (B) Glucagon content normalized by total
protein from a-TC1.9 cells exposed at 0.5 mM glucose in A. (C) Proglucagon mRNA
expression relative to the control (vehicle). Three different experiments were performed:
n=7-9 wells per condition in (A), n=8-9 wells per condition in (B), and n=6 wells per
condition in (C). Values represent mean + SEM. Two-way ANOVA followed by
Bonferroni’s post hoc test was performed in (A), where letters indicate p<0.05: a, 11 mM
G and 0.5 mM G + 10 nM INS versus 0.5 mM G in vehicle experiments; b, 0.5 mM G in
hormone-treated conditions versus 0.5 mM G in vehicle; ¢, 11 mM G in PRL conditions
versus 11 mM G vehicle. One-way ANOVA followed by Dunnet’s post hoc test was

performed in (B) and (C), *p<0.05.
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Figure 1
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Figure 5
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Supplementary figure 1
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Supplementary Figure 1: Glucagon secretion normalized by total protein from freshly isolated
islets of controls and pregnant mice at 0.5 mM glucose (G), 11 mM G or 0.5 mM G plus 10 nM
insulin (INS) (n=18-19 for controls; n=11 for pregnant mice). Values represent mean + SEM.
**p<0.01; ***p<0.001; Two-way ANOVA followed by Bonferroni’'s post hoc test.
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Supplementary figure 2
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Supplementary Figure 2: Effect of pregnancy hormones on glucagon secretion and content in
a-TC1.9 cells. Cell were treated for 8 days with PL (500 ng/mL), PRL (500 ng/mL), P (100
ng/mL) and E, (100 pmol/L). (A) Glucagon release cells normalized by total protein from a-
TC1.9 after 1 hour incubation at 0.5 mM glucose (G), 11 mM G or 0.5 mM G plus 10 nM insulin.
(B) Glucagon content normalized by total protein from a-TC1.9 cells that were incubated at 11
mM G in figure 4D. (C) Glucagon content normalized by total protein from a-TC1.9 cells than
were incubated at 0.5 mM G plus 10 nM Insulin in figure 4D. Values represent mean + SEM.
Three different experiments were performed: n=7-9 wells per condition in (A) and n=8-9 wells
per condition in (B) and (C). Two-way ANOVA followed by Bonferroni’'s post hoc test was
performed in (A), where letters indicate p<0.05: a, 11 mM G versus 0.5 mM G in vehicle
experiments; b, 0.5 mM G in hormone-treated conditions versus 0.5 mM G in vehicle; ¢, 0.5 mM
G + 10 nM INS in P condition versus 0.5 mM G + 10 nM INS in vehicle. One-way ANOVA
followed by Dunnet’s post hoc test was performed in (B) and (C).
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Supplementary Table 1: Quantitative real-time PCR primers.

Gene Forward primer (5°-> 3°) Reverse primer (5’2 3°)
Hprt GGTTAAGCAGTACAGCCCCA | TCCAACACTTCGAGAGGTCC
Glucagon (Geg) | CACTCACAGGGCACATTCAC | TTTGGAATGTTGTTCCGGTT
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