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Abreviaturas

PBS- Tampon fosfato salino
DM1- Diabetes Mellitus tipo 1
DM2- Diabetes Mellitus tipo 2
DMSO- Dimetilsulfoxido
FBS- Suero fetal bovino

IEQ- Islote equivalente

NGS- Suero normal de cabra
t.a.- Temperatura ambiente

TUNEL- Deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP-biotin nick-end-labeling
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INTRODUCCION

La diabetes

La diabetes es un trastorno metabdlico de etiologia heterogénea que se caracteriza por
hiperglucemia cronica y trastornos del metabolismo de los carbohidratos, las grasas y
las proteinas, como consecuencia de anomalias en la secrecion de insulina, en su efecto,
0 en ambas [1].

Se trata de una enfermedad de gran impacto sanitario, debido a su alta y creciente
prevalencia global, su cronicidad y las complicaciones asociadas [2]. Entre los efectos a
largo plazo de la diabetes se encuentran un mayor riesgo de enfermedades cardio- y
cerebrovasculares, y complicaciones microvasculares que inducen al desarrollo de
retinopatia (ceguera), nefropatia (fallo renal) y neuropatia periférica [3]. Es por esto que
se asocia a una esperanza de vida reducida y menor calidad de vida.

Estudios pertenecientes al IDF (Federacion Internacional de Diabetes) revelan que en
2013, 382 millones de personas sufrian diabetes, cantidad que se espera que aumente
hasta los 592 millones en 2035 (Figura 1) [4]. El estudio di@bet.es, iniciativa conjunta
de CIBERDEM, publicé en 2011 datos acerca de la prevalencia en nuestro pais,
indicando que un 13.8% de la poblacion mayor de 18 afios sufre la enfermedad,
mientras que el 30% presenta IFG (hiperglicemia en ayunas) o IGT (intolerancia a la
glucosa), considerados estados pre-diabéticos [5].

www.idf.org/diabetesatlas

IDF DIABETES ATLAS

Sixth edition

Number of people with diabetes by IDF Region, 2013
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Figura 1. Prevalencia mundial de la diabetes, afio 2013 (IDF Diabetes Atlas, 6th edition).

Estos datos constatan que actualmente la diabetes se trata de una pandemia de rapido
crecimiento que supone una gran carga econémica y social.
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Las formas mayoritarias de diabetes son la Diabetes tipo 1 (DM1) y la Diabetes tipo 2
(DM2), aunque existen otras formas de esta enfermedad, como son la diabetes
gestacional (hiperglucemia y/o intolerancia a la glucosa que aparece durante el
embarazo) y cuadros con causas mas raras como sindromes genéticos, pancreatitis,
fibrosis quistica, exposicion a ciertos medicamentos o virus, y causas desconocidas.

La DM1 es una enfermedad autoinmune que generalmente se presenta en la nifiez o la
adolescencia. Se desarrolla como consecuencia de la interaccion entre factores
genéticos, inmunoldgicos y ambientales e implica la destruccién especifica de las
células secretoras de insulina (beta-pancreéticas), por lo que los pacientes necesitan
inyecciones de insulina durante toda la vida. Estudios histoldgicos de pancreas de
pacientes con DM1 de reciente aparicion han mostrado una reduccion de masa beta-
pancreatica de aproximadamente 80-90% [6,7]. Aungue se sabe que con el tiempo esta
reduccion es mayor, pueden detectarse células beta varias décadas después de la
aparicion de la enfermedad [7], lo que implicaria una formacion de nuevas células que
contrarrestasen la muerte celular.

La DM2 aparece por lo general en la vida adulta y esté relacionada con la obesidad, la
inactividad fisica y la mala alimentacion. Es la forma méas comun de diabetes (alrededor
del 90% de los casos en el mundo). La enfermedad se desarrolla cuando las células beta
son incapaces de secretar una cantidad suficiente de insulina que compense la
resistencia periférica a la insulina [8]. Esta pérdida de compensacion puede deberse a
una alteracion de la funcion celular o a una reduccién de la masa de células beta, aungque
lo méas probable es que ambos estén contribuyendo a este proceso. Se ha descrito una
disminucion de la masa de células beta de hasta 65% en diabéticos tipo 2 [9], que es
paralelo al alcance de la reduccion en la secrecion de insulina inducida por glucosa [10].
A pesar de que se ha observado un aumento significativo de la frecuencia de muerte
celular, no se descarta la posibilidad de que existan también problemas en la
regeneracion celular que ocurre en respuesta a la demanda de insulina. Entre los factores
que producen una disminucion de masa beta funcional se han descrito niveles elevados
de glucosa (glucotoxicidad) y acidos grasos (lipotoxicidad), asi como el acimulo de
oligdbmeros toxicos de polipéptido amiloide, el estrés oxidativo, el estrés del reticulo
endoplasmatico, y la exposicion a citocinas inflamatorias [11, 12, 13, 14]. El
tratamiento actual de esta diabetes puede consistir en cambios en el estilo de vida y
reduccion de peso, medicamentos orales o incluso inyecciones de insulina.

Regeneracién de la célula beta-pancreatica

El pancreas humano se compone de dos compartimentos principales que consisten en
tejido endocrino y tejido exocrino. El tejido endocrino representa menos del 2% del
Organo Yy esta organizado en unidades funcionales llamadas islotes de Langerhans. Las
células beta-pancreaticas secretoras de insulina suponen el 50-80% del total del islote, y
aparecen junto a células alfa, delta, epsilon y gamma, encargadas de la produccion de
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las hormonas glucagon, somatostatina, grelina y el polipéptido pancreatico (PP),
respectivamente. Las células beta son capaces de secretar insulina en respuesta a los
niveles plasméaticos elevados de glucosa con gran precision y temporalidad,
respondiendo también a sefiales del sistema nervioso auténomo y a las hormonas
incretinas secretadas por el tracto gastrointestinal. Gracias al efecto que ejerce la
insulina sobre los tejidos diana (higado, musculo y tejido adiposo) se consigue
disminuir los niveles circulantes de glucosa, restableciendo asi su homeostasis. Puesto
que se trata de la Unica hormona con este efecto hipoglucemiante, la insulina se
considera un factor imprescindible para el control de la homeostasis de la glucosa.

Existen evidencias que indican que la masa de células beta es dindmica y puede ser
estimulada para expandirse de manera significativa con el fin de cubrir la demanda
metabolica, por ejemplo, durante el embarazo, la obesidad, o después de una
pancreatectomia parcial [15]. Estas observaciones sugieren que puede ser posible
utilizar los estimulos externos para expandir células primarias ex vivo para el trasplante,
o incluso inducir la regeneracion enddgena de la masa de células directamente en el
pancreas. Aungue el mecanismo de regulacion de la expansiéon de células beta sigue
siendo poco claro, se ha demostrado que todas las células beta retienen la capacidad de
replicarse y, por tanto, son objetivos viables para esta expansion [16].

Para explicar el mecanismo de mantenimiento de la masa de células beta, la
regeneracion reparativa y la expansion adaptativa, existen dos lineas de pensamiento.
Una de ellas plantea la hipotesis de que la renovacion se produce a través de una célula
madre adulta que reside en los ductos pancreaticos (neogénesis). En la vida fetal los
nuevos islotes se forman a partir de estructuras similares al ducto, y es l6gico pensar
que la neogénesis postnatal es en gran parte una recapitulacion de este proceso [17]. La
otra linea propone que las células beta pre-existentes y totalmente diferenciadas son la
principal fuente de nuevas células beta [15]. Se ha debatido mucho y aln existe
controversia sobre el papel relativo de la replicacién frente a la neogénesis. La
replicacion se ha demostrado que es particularmente importante en la expansion de las
células en el adulto y en la regeneracién tras dafio tisular. En humanos, la mayor
expansion celular ocurre durante la infancia probablemente con una mayor contribucién
de la replicacion que de la neogénesis [15].

Respecto a la tasa de proliferacion de las células beta, se ha visto que es de en torno al
0,3% en ratones jovenes (2-3 meses de edad) [18]. Si bien los datos en seres humanos
son limitados, parece que las células beta humanas se replican a una tasa menor que en
el roedor. A su vez, parece haber una baja tasa de muerte celular (0,07% en humanos), a
juzgar por técnicas tales como la de TUNEL [9]. Debido a que la masa de células esta
bastante bien conservada en las personas no diabéticas, tiene sentido que hubiese baja
tasa de recambio, mostrando un equilibrio entre muerte y nacimiento. Sin duda las
células beta son quiescentes y de larga vida media [19].
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La masa beta-pancreatica como diana terapéutica

La diabetes es generalmente considerada como una enfermedad cronica, asociada con
una reduccién progresiva de la masa y funcion de las células beta. La administracion
diaria de insulina sigue siendo el tratamiento mas eficaz para la hiperglucemia en DM1,
pero ésta no recupera totalmente el control estricto de la glucosa en sangre ejercido por
las células beta-pancreéticas y, como resultado, no previene el desarrollo de mayores
complicaciones en los pacientes diabéticos. Lo mismo ocurre con los antidiabéticos
orales utilizados actualmente para la DM2. Existen diferentes tipos de farmacos que
poseen dianas celulares diversas. Los dos grandes grupos se basan en el aumento de la
produccién y/o secrecion de insulina por parte de las células beta-pancreaticas
(sulfonilureas, secretagogos, incretinas) y en la mejora de la sensibilidad a la insulina
(metformina, tiazolidinedionas) [20]. Tan solo GLP-1, una incretina, y sus analogos,
han mostrado efectos adicionales sobre la masa de células beta en estudios preclinicos
en roedores, mediante la estimulacion de la proliferacion y la inhibicion de la apoptosis
[21].

El déficit de células beta en ambos tipos de diabetes proporciona una base I6gica para
nuevas estrategias terapéuticas basadas en preservar o regenerar la masa de células beta.
Se sabe que la restauracion de esta masa celular puede normalizar los niveles de glucosa
en sangre, tanto en la DM1 como en la DM2. Prueba de ello es que el trasplante de
islotes o de pancreas completo revierte los niveles de hiperglicemia de los pacientes con
ambos tipos de diabetes [22]. La identificacion de compuestos con capacidad de inducir
la division en las células beta es uno de los objetivos para restaurar la masa perdida, y
ya se han obtenido moléculas con las que contrarrestar la hiperglicemia en ratones
diabéticos gracias a la induccion de la proliferacion de las células beta que permite la
expansion de la masa beta [23].

Resultados preliminares

El laboratorio de la Dra. Cézar ha publicado recientemente que el Epoxipukalide, una
molécula perteneciente a la familia de los furanocembranolidos obtenida del coral
Leptogorgia spp. es capaz de inducir la proliferacion de células beta-pancreéaticas en
cultivos primarios de rata, asi como de protegerlas de la muerte celular basal e inducida
por citoquinas, preservando ademas su funcion [24]. La naturaleza siempre ha sido y
sigue siendo una importante fuente de productos con gran potencial farmacoldgico,
debido a su enorme diversidad estructural y funcional. En este estudio se parte de un
grupo de productos naturales de la familia de los cembranos (Figura 2) que han
mostrado tener capacidad de inducir la proliferacion de células beta-pancreaticas de la
linea de insulinoma de rata INS1-E: los productos naturales PN27, PN76, PN78, PN86,
PN87 y PN91.
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Figura 2. Estructura general del esqueleto cembrano. Se enumeran los &tomos de carbono.

Aunque los estudios ex vivo de induccién de proliferacion con productos naturales se
han realizado hasta ahora sobre islotes pancreaticos completos, se sospecha que debido
a su compacta estructura, el tratamiento puede no afectar a todas las células que lo
componen. Un método alterativo seria, por tanto, realizar un proceso de disgregacion de
los islotes previo al tratamiento. Se plantea, por ello, comprobar si existen diferencias
entre los dos métodos (islote completo o células dispersas) para tratar de elucidar cuél es
el mas apropiado para este tipo de estudios.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En base a los resultados preliminares se establece la siguiente HIPOTESIS:

La familia de los cembranos induce la regeneracion de las células beta-pancreéticas
primarias.

Por ello, nos planteamos los siguientes OBJETIVOS:

1) Estudio del efecto de los cembranos sobre la proliferacion de las células beta-
pancreaticas primarias.

2) Comparacion de dos meétodos (islote completo versus células dispersas) para el
estudio del efecto proliferativo en células beta-pancreéticas primarias.

—
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MATERIAL Y METODOS

Extraccion y aislamiento de islotes pancraticos

Se establecieron cultivos primarios de islotes pancreaticos a partir de ratas Wistar de
ambos sexos de 2-4 meses de edad suministradas por el Servicio de Investigacion y
Bienestar Animal (SIBA) de la Universidad de Valladolid. Los animales fueron
sacrificados con una sobredosis de anestésico (Pentobarbitol) y posteriormente se
perfundi6 el pancreas con 1.7mg/mL de colagenasa P (Roche Diagnostics, Indianapolis,
USA) en Hanks 1X (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EE.UU.). A continuacion el tejido
fue disecado y digerido durante 17 minutos a 37°C. Se par6 la reaccion con una
disolucion de Hanks 1X-FBS fria y se lavo y filtro para retirar restos de otros tejidos y
tejido no digerido. Se realizé un gradiente de densidades con Histopaque 1077 (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, EE.UU.) y Hanks 1X, que fue centrifugado durante 20 minutos
a 2800 rpm (10°C) de modo que los islotes quedaron en la interfase. Se recogieron los
islotes, se lavaron con Hansk 1X y se resuspendieron en medio con suero para islotes
(RPMI 1640 sin glucosa Gibco, 10% FBS, 5 mM glucosa y 1% penicilina-
estreptomicina). Se incubaron a 37°C y 5% CO. durante 24h para su posterior
tratamiento.

Tratamiento con productos naturales

Se estimd la cantidad total de islotes del total de los obtenidos en el aislamiento y se
separaron en grupos de 400 IEq (islotes equivalentes), siendo 1 IEq un islote de 150 pm
de didmetro (normalizacién de la unidad por compensacion del volumen, realizada
debido a la variabilidad de didmetro de los islotes).

Para el ensayo de islotes se les retird el medio completo y se cultivaron los grupos de
400 IEq en placas de 24 pocillos en presencia del producto natural a una concentracion
de 0.1uM, en medio de cultivo sin suero durante 24h. A los controles negativos se les
afadié dimetilsulféxido (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EE.UU.) al 0.0004%, la misma
concentracion en la que estan disueltos los productos naturales.

Para el ensayo en células dispersas se lavaron los islotes con PBS 1X estéril sin Ca?* ni
Mg?* (Lonza, Verviers, Belgium) y se tripsinizo cada grupo de 400 IEq con 400 pL de
tripsina (BioWest, Nuaille, France) durante 15 minutos a 37°C. Se paro la tripsinizacion
con 600 pL de medio con suero para islotes, se centrifugé 5 minutos a 3000 rpm y se
retird el sobrenadante. Se afiadieron 400 pL de medio con suero para islotes, se
resuspendieron las células y se sembraron 50 puL (1 IEg/uL) sobre cubreobjetos de
cristal estériles en placas de 24 pocillos. Se incub6 dos horas para que se adhiriesen las
células y se les afiadid 1 mL de medio con suero para islotes, se incubaron 24h a 37°C y
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5% COz. Las células dispersas se trataron durante 24h con el producto natural a una
concentracion de 0.1uM o dimetilsulfoxido al 0.0004% (condicion control).

Fijacion de islotes pancreaticos y células dispersas

Tras 24h de tratamiento se recogieron los islotes de los pocillos, se lavaron con PBS 1X
(137mM NaCl, 2,7mM KCI, 10mM Na;HPO4, 2 mM KH2PO4) y se fijaron en
disolucion de Bouins (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EE.UU.) durante 1h. A
continuacidn, se lavaron con agua y se pasaron a una disolucion de formalina 10%
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EE.UU.), en la que se dejaron al menos 24h hasta la
preparacion de los bloques de parafina.

Las células dispersas se lavaron con PBS 1X, se fijaron con formalina 10% durante 20
minutos, se volvieron a lavar con PBS 1X y se dejaron en PBS 1X a 4°C hasta el
momento de su tincion.

Preparacion de bloques de parafina

Los islotes ya fijados se mezclaron con esferas azules de Affigel (BIO-RAD, EEUU.)
que poseen tamafio y densidad similar a la de los islotes, para la identificacion y
seguimiento de éstos durante los pasos siguientes. Los islotes con las esferas se
sumergieron en 300uL de Histogel (Thermo Scientific, EE.UU.) previamente fundido a
70°C, formando pequefios bloques tras enfriado a 4°C. Estos bloques se dejaron en
formalina hasta su inclusion en parafina.

Para la preparacion de los bloques se utilizo parafina de punto de fusién medio (56°C).
Previo al proceso de inclusion se realizo la deshidratacion de los bloques de histogel,
manteniéndolos durante 20 minutos en agitacion en soluciones de concentracion
creciente de etanol, a 70%, 95% y 100%, con un dltimo paso de xilol absoluto (dos
repeticiones por paso). Tras un primer lavado de 1h en parafina liquida, se paso al
molde definitivo y se dejo endurecer a temperatura ambiente.

Secciones de islotes pancreaticos

Los bloques de parafina se cortaron en microtomo Shandon Finesse 325 (Thermo
Scientific, EE.UU.) en secciones de 5 um de grosor y se recogieron en portas tratados
con polilisina. Las secciones se incubaron a 70°C toda la noche para favorecer la
adherencia de la muestra al porta.
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Co-tincién de inmunofluorescencia

Para la tincion de las secciones de los bloques de islotes, se desparafinaron por medio
de un gradiente de alcoholes a diferentes tiempos: xilol durante 15 minutos, etanol
100% 10 minutos y disoluciones de etanol al 95%, 80% y 70% durante 3 minutos cada
uno. Para el desenmascaramiento de antigeno se sumergieron en citrato soédico (10mM
acido citrico pH=6) y se expusieron a alta temperatura (en vaporera, 20 minutos). Tras
dejar enfriar y lavar con PBS 1X se bloqued con MPST (PBS 1X, 3% NGS (Dako,
Glostrup, Alemania.), 0.2% Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EE.UU.))
durante 1h a t.a. en un ambiente hiumedo y se incub6 con los anticuerpos primarios
diluidos en la misma disolucion de bloqueo a 4°C toda la noche. Al dia siguiente, los
portas se lavaron con PBS 1X y se incubd con los anticuerpos secundarios durante 1h a
t.a. en oscuridad. Finalmente, tras lavar los anticuerpos secundarios se montaron los
cubreobjetos sobre los portas con medio de montaje Fluoroshield (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, EE.UU.) y DAPI (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EE.UU.) a concentracion
1:1000 y se guardo en oscuridad a 4°C minimo 1h.

Para la tincidn de las células dispersas en los cubreobjetos de cristal el proceso fue el
mismo, comenzando desde el desenmascaramiento de antigeno. EIl anticuerpo
secundario se incubd durante 30 minutos.

Compuesto a Anticuerpo Concentracion Anticuerpo Concentracion
detectar primario de uso secundario de uso
Goat anti-mouse

Mouse anti-Insulin;

Insulina 12018-2mL, SIGMA 1:800 Ale?<a 488, 1:300
Invitrogen
Rabbit anti-Ki67; Goat anti-rabbit
Ki67 RM-9106-S, Thermo 1:100 Alexa 568, 1:300
Scientific Invitrogen

Tabla 1. Anticuerpos utilizados en la deteccion de insulina y Ki67.

Obtencidn y procesamiento de imagenes

Las imagenes de las secciones de islotes pancreaticos se tomaron con un Microscopio
de Fluorescencia NIKON Eclipse 90i. Las de las células dispersas con un Microscopio
Confocal Leica TCS SP5. En ambos casos se realizaron fotos de todos los grupos
celulares insulino-positivos de la muestra, con objetivo de aumento 40X.

El procesamiento digital de las imagenes se realizd con el programa ImageJ (NIH,
EEUU). Con las imagenes obtenidas a las diferentes longitudes de onda, se gener6 una
composicion y se llevd a cabo la cuantificacion de células beta-pancreaticas (insulino-
positivas) y de células beta-pancredticas Ki67-positivas con el plugin “Cell-counter”.
Se contaron al menos 1.000 células insulino-positivas por condicion en el caso de los
islotes y al menos 200 células insulino-positivas en el de las células dispersas. Se
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calculo por cada experimento y condicion el porcentaje de células beta-pancreaticas que
habian proliferado ([Ki67-positivas e Insulino-positivas]/Insulino-positivas totales).

Representacion de datos y tratamiento estadistico

Se represento la media de los porcentajes de proliferacion de células beta-pancreéaticas
de todos los experimentos en los que se testo el producto natural respecto a su control
(DMSO). Se mostraron barras del error estandar de la media.

Tras comprobar si la variable cuantitativa “porcentaje de células insulino-positivas
proliferantes/células insulino-positivas totales” se ajustaba a una distribucion normal
con la prueba de bondad de ajuste Kolmogorov-Smirnoff, se compar6 cada condicion
con el control mediante el test T de Student de dos colas para muestras independientes.
El nivel de significancia quedo previamente establecido en el 95% (p<0,05). El anlisis
estadistico se realiz6 con el programa Statgraphics Centurion XV1.
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RESULTADOS

Resultados previos del laboratorio de la Dra. Cézar han mostrado la capacidad
proliferativa de un grupo de productos naturales de la familia de los cembranos, al ser
utilizados para inducir la proliferacion de un cultivo de células beta-pancreéticas de la
linea de insulinoma de rata INS1-E. De ellos, fueron elegidos los productos naturales
27, 76, 78, 86, 87 y 91 (PN27, PN76, PN78, PN86, PN87 y PN91) para confirmar si
poseian capacidad de inducir proliferacion de células beta-pancreéticas en cultivos
primarios de islotes pancreaticos de rata. La proliferacion especifica de las células beta-
pancreaticas se detectd por co-inmunotincion de fluorescencia del marcador endégeno
de proliferacion Ki67 y de la insulina.

Para el estudio comparativo de los dos métodos se utilizaron los productos naturales
PN27, PN76 y PN78.

Método “Islotes completos”

Los resultados de esta prueba mostraron que en los islotes completos ninguno de los tres
productos naturales indujo proliferacion estadisticamente significativa respecto al
control.

Exceptuando los islotes tratados con el producto natural 76, que no mostraron
proliferacion, tanto el producto natural 27 como el 78 aumentaron el porcentaje medio
de proliferacién respecto a sus controles. En el primer caso el producto natural aumento
casi 5 veces el porcentaje de proliferacion y en el segundo algo mas de 2 veces. Las
diferencias no son significativas debido a que, en ambos casos, la proliferacion se ha
visto inducida tan s6lo en una de las preparaciones analizadas, es decir, la variabilidad
es muy alta, y el nimero de muestras ha sido demasiado reducido para obtener
resultados concluyentes (Tabla 2).

% Ki67+Insulina+/Insulina+

Control Control Control
PN27 PN27 PN76 PN76 PN78 PN78
Prep. 1 - - 0 0 0 0
Prep. 2 0,167 0 0,167 0 0,167 0
Prep. 3 0,468 3,164 - - 0,468 1,378
Prep. 4 0 0 - - - -
Prep. 5 0 0 0 0 - -
Media 0,159 0,791 0,056 0 0,212 0,459
Desv. estandar 0,220 1,581 0,096 0 0,237 0,796
p-valor 0,458637 0,373901 0,632396

Tabla 2. Porcentajes de proliferacion de las preparaciones de islotes pancreaticos analizadas. Se
indican media, desviacion estandar y valor p del test estadistico T Student.

(13)
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Figura 3. Cuantificacion del porcentaje de células beta-pancreéticas positivas para Ki67 en
islotes pancreaticos tratados con 0,1uM de PN27 durante 24 horas.

Ki67 Insulina Ki67/Insulina

Control

PN27

Figura 4. Imagen representativa de secciones de islotes pancreaticos de rata control y tratados
con 0,1uM de PN27 durante 24 horas. Las secciones fueron marcadas con anticuerpos anti-
insulina (verde) y anti-Ki67 (rojo).
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Figura 5. Cuantificacion del porcentaje de células beta-pancreéticas positivas para Ki67 en
islotes pancreaticos tratados con 0,1uM de PN76 durante 24 horas.
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Figura 6. Imagen representativa de secciones de islotes pancreaticos de rata control y tratados
con 0,1uM de PN76 durante 24 horas. Las secciones fueron marcadas con anticuerpos anti-
insulina (verde) y anti-Ki67 (rojo).
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Figura 7. Cuantificacion del porcentaje de células beta-pancreéticas positivas para Ki67 en
islotes pancreaticos tratados con 0,1uM de PN78 durante 24 horas.
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Figura 8. Imagen representativa de secciones de islotes pancreaticos de rata control y tratados
con 0,1uM de PN78 durante 24 horas. Las secciones fueron marcadas con anticuerpos anti-
insulina (verde) y anti-Ki67 (rojo).
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Método “Células dispersas”

En cuanto a los ensayos realizados en ceélulas dispersas de islotes pancreaticos,
siguiéndose el mismo procedimiento de descripcion, representacion y analisis
estadistico, se concluyd que aunque hay una tendencia al aumento en la proliferacion,
no hay diferencias estadisticamente significativas. Al igual que con el método anterior,
las células tratadas con los productos naturales 27, 78 y en este caso, también 76,
mostraron un porcentaje medio de proliferacion mayor que sus controles, siendo el
aumento de 3.4, 2.3 y 2.2 veces, respectivamente. En comparacion al método de los
islotes completos, los resultados de esta estrategia son mas homogéneos (Tabla 3), por
lo que decidimos que este método era mas adecuado que el de islotes completos para el
estudio del efecto de los productos naturales sobre la proliferacion de las células beta-
pancreaticas.

A partir de aqui, todos los experimentos fueron llevados a cabo mediante el método de
células dispersas. Los resultados obtenidos nos indicaron un aumento en la proliferacién
de 10.6, 3.7 y 4.7 veces en las células tratadas con los productos naturales 86, 87 y 91,
respectivamente (Tabla 4). Casi todas las preparaciones mostraron algo de proliferacion
tras el tratamiento (19/21), aunque el nimero de preparaciones analizadas fue pequefio,
por lo que no se pudo afirmar que los productos produjeran un aumento de proliferacion
estadisticamente significativo.

% Ki67+Insulina+/Insulina+

Control Control Control
PN27 PN27 PN76 PN76 PN78 PN78
Prep. 1 0 0,480 0 0,377 0 1,073
Prep. 2 0,802 1,080 0,802 1,497 0 0,278
Prep. 3 0,424 2,588 0,424 0,797 1,404 0,930
Prep. 4 - - - - 0,766 0
Prep. 5 - - - - 0 2,643
Media 0,408 1,383 0,408 0,890 0,434 0,985
Desv. estandar 0,401 1,086 0,401 0,566 0,635 1,028
p-valor 0,218774 0,295004 0,338071

Tabla 3. Porcentajes de proliferacion de las preparaciones de células beta-pancreéticas dispersas
analizadas. Se indican media, desviacion estandar y valor p del test estadistico T Student.

% Ki67+Insulina+/Insulina+

Control Control Control

PNS6 PN86 PN87 PN87 PNO1 PN91

Prep. 1 0,280 6,979 0,795 1,382 0,280 4,205

Prep. 2 1,0786 8 0,394 0 1,079 2,492

Prep. 3 0,256 2,137 0,190 3,720 0,394 0,223

Prep. 4 - - - - 0,190 2,194

Media 0,543 0,538 0,460 1,701 0,486 2,278

Desv. estandar 0,533 0,468 0,308 1,880 0,405 1,632
p-valor 0,100675 0,371211 0,112809

Tabla 4. Porcentajes de proliferacidn de las preparaciones de células beta-pancreéticas dispersas
analizadas. Se indican media, desviacion estandar y valor p del test estadistico T Student.
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Figura 9. Cuantificacion del porcentaje de células beta-pancreéticas positivas para Ki67 en
células dispersas de islotes pancreaticos tratadas con 0,1uM de PN27 durante 24 horas.
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Figura 10. Imagenes representativas de células beta-pancreaticas dispersas tratadas con 0,1uM
de PN27 durante 24 horas. Las secciones fueron marcadas con anticuerpos anti-insulina (verde)
y anti-Ki67 (rojo).
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Figura 11. Cuantificacién del porcentaje de células beta-pancreéaticas positivas para Ki67 en
células dispersas de islotes pancreaticos tratadas con 0,1uM de PN76 durante 24 horas.
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Figura 12. Imégenes representativas de células beta-pancreaticas dispersas tratadas con 0,1uM
de PN76 durante 24 horas. Las secciones fueron marcadas con anticuerpos anti-insulina (verde)
y anti-Ki67 (rojo).
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Figura 13. Cuantificacion del porcentaje de células beta-pancreaticas positivas para Ki67 en
células dispersas de islotes pancreaticos tratadas con 0,1uM de PN78 durante 24 horas.
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Figura 14. Imégenes representativas de células beta-pancreéticas dispersas tratadas con 0,1uM
de PN78 durante 24 horas. Las secciones fueron marcadas con anticuerpos anti-insulina (verde)
y anti-Ki67 (rojo).
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Figura 15. Cuantificacion del porcentaje de células beta-pancreaticas positivas para Ki67 en
células dispersas de islotes pancreaticos tratadas con 0,1uM de PN86 durante 24 horas.
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Figura 16. Imagenes representativas de células beta-pancreaticas dispersas tratadas con 0,1uM
de PN86 durante 24 horas. Las secciones fueron marcadas con anticuerpos anti-insulina (verde)
y anti-Ki67 (rojo).
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Figura 17. Cuantificacion del porcentaje de células beta-pancreaticas positivas para Ki67 en
células dispersas de islotes pancredticos tratadas con 0,1uM de PN87 durante 24 horas.
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Figura 18. Imagenes representativas de células beta-pancreaticas dispersas tratadas con 0,1uM
de PN87durante 24 horas. Las secciones fueron marcadas con anticuerpos anti-insulina (verde)
y anti-Ki67 (rojo).
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Figura 19. Cuantificacion del porcentaje de células beta-pancreaticas positivas para Ki67 en
células dispersas de islotes pancreaticos tratadas con 0,1uM de PN91 durante 24 horas.

Ki67 Insulina Ki67/Insulina

Control
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Figura 20. Imagenes representativas de células beta-pancreaticas dispersas tratadas con 0,1uM
de PNO91 durante 24 horas. Las secciones fueron marcadas con anticuerpos anti-insulina (verde)
y anti-Ki67 (rojo).
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DISCUSION

Tanto la diabetes tipo 1 como la tipo 2 se caracterizan por un déficit en la masa de
células beta-pancreaticas (de hasta el 99% en la diabetes tipo 1 [7], y del 65% en la
diabetes tipo 2 [9]). Mientras que no hay duda de la existencia de un aumento en la
muerte de células beta mediada por autoinmunidad en la diabetes tipo 1 [7], estudios
recientes sugieren que la frecuencia de apoptosis de las células beta también se
incrementa significativamente en la diabetes tipo 2 [9], aunque no pueden ser excluidos
otros factores, tales como el fracaso en la expansion adecuada de la masa de células beta
en respuesta a las crecientes demandas de secrecion.

Esta pérdida de células beta en ambos tipos de diabetes implica que la restauracion de la
secrecion de insulina enddgena y la normalizacion de la hiperglucemia en estos
pacientes puede lograrse a través de la sustitucion o regeneracion de células beta-
pancreaticas de los islotes [25]. De hecho, la hiperglucemia en ambos tipos de diabetes
se revierte por el trasplante de pancreas, y el trasplante de islotes por via intraportal
restaura, al menos temporalmente, el control de la glucosa [21]. Desafortunadamente, el
reemplazo de la masa de células beta por el trasplante de islotes o por el trasplante de
pancreas completo se asocia tanto con la morbilidad quirtrgica, como con efectos
adversos de la inmunosupresion crénica. Por otra parte, hay un suministro insuficiente
de pancreas disponibles para el creciente nimero de personas con diabetes, evitando asi
la aplicacion generalizada de esta intervencion. Por tanto, existe una necesidad de
enfoques alternativos para la restauracion de la masa de células beta funcionales en
pacientes con diabetes.

Aunque la posibilidad de proliferacion de células beta-pancreaticas adultas y
diferenciadas, de roedores y humanos estuvo en cuestionamiento durante décadas, hoy
se acepta que es posible, aunque a baja velocidad y so6lo en respuesta a determinados
estimulos [9, 15]. En este estudio se ha tratado de encontrar nuevas moléculas que
puedan inducir dicha proliferacion. De esta manera, existiria la posibilidad de expandir
la masa celular ex vivo, resolviendo la falta de masa beta-pancreética disponible para los
trasplantes, e incluso utilizarse para regenerar las células beta in vivo en pacientes
diabéticos.

Estudios previos del grupo de investigacion de la Dra. Cozar mostraron que varios
productos naturales marinos pertenecientes a la familia quimica de los cembranos
inducian un aumento significativo en la proliferacion de células de insulinoma de rata
INS-1E, linea celular que se utiliza como modelo de estudio in vitro de la célula beta-
pancreatica. Se quiso comprobar, por tanto, si dicha capacidad se confirmaba en células
de islotes pancreaticos aislados de rata, como una aproximacion mas fisioldgica.

()



Nagore de Pablo Herranz - Trabajo Fin de Méster | 2013-2014

Se decidio realizar el tratamiento de células beta-pancreéaticas utilizando dos métodos
diferentes, a fin de comparar su eficacia y utilidad. El andlisis de los resultados
obtenidos con cada uno de los métodos nos indica que el tratamiento en células
dispersas resulta més efectivo para la induccion de la proliferacion con productos
naturales.

Por un lado, el ensayo en islotes completos muestra una gran variabilidad dentro de
cada condicion, de forma que los productos naturales que inducen algo de proliferacion,
tan solo lo hacen en una de las preparaciones analizadas. Ademas, coincide que las
preparaciones en las que se detecté proliferacion fueron obtenidas en el mismo
aislamiento, lo que podria explicarse por diferencias en el proceso de obtencion de los
islotes o el tratamiento de éstos, que provocara de forma artefactual que las células del
islote fueran mas propensos a la proliferacion.

Los resultados obtenidos con el método de las células dispersas, en cambio, muestran en
general menor variabilidad entre preparaciones, como entre los diferentes productos
naturales dentro de las preparaciones. Es decir, en casi todas las preparaciones las
células tratadas han mostrado una proliferacion aumentada respecto a su control.
Ademas, el aumento de proliferacion medio de las preparaciones ha sido similar o
mayor al observado en un estudio previo del laboratorio en el que se confirmo el poder
de induccidn de la proliferacion de un producto natural perteneciente a la misma familia
quimica, el Epoxipukalide [24].

La eleccion del método de las células dispersas como método mas apropiado para la
induccion de la proliferacion de células beta-pancreaticas, se encuentra apoyado por la
idea de que en dicha situacion la gran mayoria de las células tiene acceso al medio, y
por tanto al producto natural resuspendido en el mismo.

Este razonamiento podria explicar por qué tan pocas células beta-pancreaticas han
mostrado proliferacion cuando se han tratado islotes completos. Los islotes pancreaticos
son estructuras muy compactas y cerradas, de forma que la capacidad del producto
natural de penetrar en éstos y llegar a todas las células que lo componen se encuentra
considerablemente limitada. Asi, en el presente estudio se ha observado que la tasa de
proliferacion es mayor en islotes visiblemente desestructurados.

Es posible que la proliferacion de células individuales no sea detectable en el nimero
real en el que ocurre, puesto que se ha descrito que la proliferacion de la célula beta-
pancredtica puede implicar su desdiferenciacion y consiguiente pérdida de
funcionalidad [26], escapando de nuestro sistema de seleccion de célula insulino-
positiva. Es decir, si esto estuviera ocurriendo, las células que debido al tratamiento con
el producto natural estan proliferando podrian haber perdido su capacidad de producir
insulina. De esta forma, aunque se detectase proliferacion no se tendrian en cuenta
debido a la ausencia de marcaje de insulina. Para poner de manifiesto que, en efecto,
son células beta-pancreaticas que han perdido de forma transitoria su expresion de
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insulina, seria necesario realizar la deteccion de un factor de trascripcion requerido para
mantener la diferenciacion y funcién de las células beta-pancreéticas, como es PDX1,
que estaria presente en estas células y ausente en cualquiera de otros tipos.

Precisamente por la pérdida de diferenciacion de células proliferantes, un siguiente paso
tras confirmar la capacidad de induccién de la proliferacion de un producto natural, es
comprobar si las células tratadas mantienen la secrecion de insulina inducida por
glucosa. Otro aspecto muy interesante para su posible uso como tratamiento de la
diabetes es probar si el compuesto protege a las células tratadas de la muerte celular,
tanto basal como inducida por citoquinas, relevante sobre todo en el entorno de la
autoinmunidad de la diabetes tipo 1, pero también en el ambiente de inflamacion de la
diabetes tipo 2 [27]. Si los productos naturales muestran las propiedades adecuadas en
los ensayos ex vivo, se procederia entonces a comprobar los efectos que poseen en
modelos preclinicos de diabetes.

Los datos que nos muestran los ensayos de células dispersas sugieren que existe una
tendencia a la induccién de la proliferacion en los seis productos naturales testados. Los
resultados de este estudio, junto con los previamente obtenidos en la linea celular de
insulinoma de rata INS1-E y en los cultivos primarios de islotes pancreaticos con otros
productos naturales de esta familia, parecen validar la hipotesis de que los cembranos
inducen la proliferacion de las células beta-pancreéticas. Tras la confirmacion de los
resultados seria interesante tratar de esclarecer si las diferencias en la induccién
observadas en este estudio se corresponden con diferencias particulares en la estructura
quimica de dichas moléculas. Es decir, tratar de identificar si existen grupos funcionales
concretos que mejoren la afinidad por la diana con la que estén interactuando, o incluso,
si las diferencias puedan estar debiéndose a la biodisponibilidad del producto en el
entorno determinado, cobrando importancia propiedades como la estabilidad o la
solubilidad en el medio del ensayo.

En cuanto al efecto que podria tener el producto sobre otros tipos celulares, se ha
demostrado que los furanocembranolidos no son citotoxicos para L-929 (fibrosarcoma
murino) o K-562 (linea celular de eritroleucemia humana) [28], sosteniendo que no
tiene efectos adversos sobre otros tipos celulares.
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CONCLUSIONES

De este trabajo se han obtenido las siguientes conclusiones:

1. La induccion de la proliferacion de células beta tras tratamiento con un producto
natural es mas eficiente cuando se realiza sobre células dispersas que sobre islotes
completos, por estar estas mas en contacto con el posible agente inductor, por lo que
seria un método méas conveniente para el estudio de potenciales agentes que induzcan la
proliferacion.

2. Los productos naturales con estructura de cembrano: PN27, PN76, PN78, PN86,
PN87 y PN91 muestran una tendencia a aumentar la proliferacion de la célula beta-
pancreética que tendrd que ser confirmada por el analisis de un nimero mayor de
muestras.
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