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Resumen

El metabolismo glucidico esta sujeto a una compleja regulacion en el organismo,
donde diversos mecanismos hormonales y enzimaticos trabajan en conjunto para
mantener un equilibrio; dentro de las hormonas implicadas en dicha regulacion
destacamos la insulina (células B), la cual se encarga de disminuir los niveles de

glucosa postprandrial y la somatostatina (células d) quien inhibe su secrecion.

Durante el embarazo se sabe que los niveles de ciertas hormonas aumentan y entre
todas ellas, los estrogenos juegan un papel crucial; se cree que un aumento de esta
hormona provoca cambios en la masa de células B y en su funcion para hacer frente
a la resistencia a la insulina, pero no existen estudios sobre la regulacion de las

células d y la secrecién de somatostatina durante el embarazo.

En este estudio hemos encontrado una disminucion en el nimero de células & y un
aumento de células & bihormonales que expresaban tanto PDX1 como Maf-A en
islotes pancreaticos de un modelo in vivo de gestacion y tras el tratamiento con
estradiol (E2), ademés de una disminucion de la secrecion de somatostatina, pero
un aumento de genes tanto de célula B como de célula & tras el tratamiento con Ez
de forma aguda. Por otro lado, encontramos que el E2 disminuye algunos de los
activadores de la secrecion de somatostatina: UCN3 y dinorfina, en ambos modelos;
por lo que proponemos una desregulacion transcriptémica debido a un efecto

indirecto del E2 sobre las células & via deplecién de sus activadores.

En conclusion, este estudio aporta evidencia de la importancia de las células 6-
pancreaticas y su capacidad de sufrir procesos de plasticidad celular segun las
necesidades metabdlicas del organismo para mantener la homeostasis del

metabolismo intermediario.
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| - Introducciodn

1 - Pancreas

1.1 - Aspectos morfologicos del pancreas
1.1.1 - Anatomia

El pancreas es un érgano parenquimatoso ubicado a nivel retroperitoneal, que en
humanos tiene un peso aproximado de 100-150 gr y una longitud total de 15-25

cm®,

El pancreas esta dividido estructuralmente en tres partes, estas son: cabeza, cuerpo
y cola. La region de la cabeza del pancreas es relativamente plana y esta situada
en extrema relacion con el duodeno. La regién de la cola esta muy cerca del hilio
del bazo; y entre ambas porciones, se encuentra el cuerpo del pancreas que posee

forma de prisma®.

La cabeza del pancreas esta irrigada por las arterias pancreaticoduodenal superior
y pancreaticoduodenal inferior, que son ramas del tronco celiaco y la arteria
mesentérica superior respectivamente. El cuerpo y la cola estan irrigados por ramas

pancreaticas de la arteria esplénica.

Por su parte, el drenaje venoso se lleva a cabo por medio de las venas pancreética

y pancreaticoduodenal, que forman parte del sistema venoso portal.

Finalmente, la inervacion del pancreas es dada por el plexo pancreatico, el ganglio

celiaco y el nervio vago®.
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1.1.2 - Histologia y embriologia

1.1.2.1 - Pancreas exocrino

El pancreas, casi en su totalidad, corresponde al pancreas exocrino y se reconoce
como un organo digestivo. La unidad funcional del pancreas exocrino son los acinos
pancreaticos, los cuales estan formados por un cumulo de células secretoras
dispuestas en grupos (asemejando una baya), y que convergen en conductos que
van a recoger las secreciones pancredticas, estos a su vez convergen en dos
grandes conductos (Wirsung y Santorini) que vierten su contenido directamente al
duodeno. Dentro de la composicion del acino pancreatico encontramos varios tipos

celulares, estas son las células acinares secretoras, centroacinares y ductales®.

El pancreas exocrino se forma a partir del intestino primitivo, especificamente a
partir de dos esbozos endodérmicos (ventral y dorsal) ubicados en el mesoduodeno,
los cuales se desarrollan por separado y posteriormente se movilizan hasta
fusionarse. De la misma forma, los conductos excretores primitivos de cada esbozo
se fusionan con el objetivo de formar los conductos de Wirsung y Santorini® (Figura
1).

A B % D

Esbozo hepatico  Estdmago Conductos hepaticos Conducto pancreatico accesorio (Santorini)

[ |

Vesicula biliar

VBC
Papila menor

Pancreas ventral ‘
Pancreas dorsal  Pancreas ventral  Pancreas dorsal Papila mayor Conducto pancreatico principal (Wirsung)

Figura 1. Desarrollo embrionario normal del pancreas. Las letras indican el orden cronoldgico
del desarrollo del 6rgano. VBC: Via biliar comin. Adaptado y modificado de Arenas et al.®
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1.1.2.2 - Pancreas endocrino

El pancreas endocrino representa un 2% del parénquima glandular y esta
compuesto por conglomerados ovoideos de células productoras de hormonas
denominados islotes pancreéticos que, durante la embriogénesis, se forman a partir
de un ensanchamiento distal de la pared de los conductos pancreéticos, que

posteriormente se liberan y distribuyen por todo el érgano®.
Existen cinco lineas celulares endocrinas dentro del islote pancreético, estas son:

e [-pancredticas: Estas células sintetizan insulina, una hormona
hipoglucemiante que es secretada después de la ingesta de alimentos y cuya
principal funcién es permitir la entrada de la glucosa a los tejidos. Estas
células representan el 75% del islote pancreatico en roedores y 54% en

humanos®).

e a-pancreaticas: Estds células sintetizan glucagon, una hormona
hiperglucemiante que es secretada durante el ayuno y cuya funcién es la
degradacion del glucégeno vy la liberacion de glucosa al torrente sanguineo.
Estas células representan aproximadamente 20% del islote pancreético en

roedores y 35% en humanos®).

e O-pancreaticas: Estas células sintetizan somatostatina, una hormona que
inhibe la secrecion de insulina, glucagén, hormona del crecimiento y otras
hormonas. Su principal funcién a nivel pancreatico consiste en mantener el

equilibrio metabdlico entre la insulina y el glucagon®,

e ¢-pancreaticas: Estas células secretan grelina, conocida como la hormona
del apetito ya que se encarga de activar el centro hipotalamico del hambre,
por lo que es una hormona orexigénica. Estas células representan

aproximadamente 1% del islote pancreético en roedores y seres humanos®).

20 | 162



e X-pancredticas: Estas células sintetizan el polipéptido pancreatico, una
hormona que regula la secrecion del resto de hormonas pancreaticas. Estas

células se encuentra en pequefias proporciones en roedores y en humanos®).

Sin embargo, ademas de las mencionadas lineas celulares endocrinas, un islote
pancreatico tendra células vasculares, fibroblastos, células del sistema inmunitario

y células del sistema nervioso.

La organizacion de los componentes celulares del islote pancreatico es especifica
de cada especie y depende de los requerimientos energéticos y hormonales de cada
una. En los ratones, las células no-B (a-, &-, €-, X- pancreéticas), se encuentran
inmediatamente adyacentes a los capilares, rodeando un nucleo central conformado
por células B, mientras que en humanos, o en islotes de gran tamafo, los capilares
penetran en el centro del islote y las células no-B aparecen dentro del ntcleo BG7)
(Figura 2).

Figura 2. Arquitectura del islote pancreatico seglin especie. (A) islote pancreatico de un ratén,
con su caracteristico nucleo de células 8 (amarillo) rodeado de células no- 8 (verde y rojo). (B) islote
pancreatico humano, con su caracteristica mezcla de componentes celulares (distribucion
heterogénea de colores).
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1.2 - Aspectos funcionales del pancreas

El pancreas cumple un papel mixto durante la digestion, pues cumple tanto
funciones exocrinas como endocrinas. Las funciones exocrinas del pancreas se
llevan a cabo por medio de la secrecidén de enzimas digestivas, por ejemplo: amilasa,
proteasas y lipasas; mientras que la funcion endocrina se lleva a cabo por medio de
la secrecién de hormonas que regulan el metabolismo de la glucosa, por ejemplo:

insulina, glucagon y somatostatina.

1.2.1 - Pancreas Exocrino

La principal funcién exocrina del pancreas es secretar el jugo pancreatico, un liquido
incoloro y alcalino, que ayuda en la digestion y alcalinizacion del bolo alimenticio.
De esta manera, el jugo pancreatico esta compuesto por dos tipos de secreciones:
la enzimética y la hidroelectrolitica. La primera de estas secreciones estd compuesta
por enzimas proteoliticas, glucoliticas, lipoliticas y nucleoliticas, mientras que la
segunda estd compuesta por agua rica en sodio, bicarbonato y otros electrolitos.
Asi, el jugo pancreatico es secretado por las células acinares y ductales en
respuesta a ciertas sefiales bioquimicas (estimulantes o inhibitorias) de naturaleza
hormonal (secretina, colecistoquinina), nerviosa (acetilcolina, péptido intestinal

vasoactivo) o digestiva (nutrientes, sales biliares)®.

1.2.2 - Pancreas endocrino

El islote pancreético es la unidad funcional del pancreas endocrino y su objetivo
consiste en la secrecion hormonal. Esto permite que el pancreas pueda regular de
forma directa el metabolismo glucidico y de forma indirecta el metabolismo lipidico
y proteico. De esta manera, los cinco tipos celulares del islote pancreatico ejercen

su actividad hormonal bajo un estricto control paracrino.
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1.2.2.1 - Células B-pancreéticas

Son células poligonales, tienen un didmetro promedio de 13-18 (um y poseen
aproximadamente 10.000 granulos secretores por célula. Como se comentd
previamente, las células B representan la mayor poblacion del islote pancreatico y
su principal funcién radica en la secrecién de insulina, lo que constituye un 5-10%
del total del contenido proteico de la célula. Aunque la disposicion de los granulos
de insulina en las células B del raton suelen tener una distribucion regular

(apariencia de "huevo frito"), en humanos esta distribucion es mas heterogénea.

Las células B humanas también contienen cuerpos de lipofuscina (pigmentos de
desgaste) que pueden usarse para estimar la edad de las células B(). Ademas,
estas células también co-secretan otros péptidos que le permiten interactuar con las
células vecinas, como por ejemplo: amilina, urocortina 3 (UCN3), serotonina y
acido-y-aminobutirico (GABA)@9),

La insulina es una hormona peptidica de 5 kDa aproximadamente. Al igual que otras
hormonas, la insulina es empaquetada dentro de las vesiculas secretoras del
aparato de Golgi como una pro-hormona y posteriormente alcanza su configuracién
molecular definitiva por medio de la accion de enzimas proteoliticas (pro-convertasa
tipo 1 y tipo 2)9. La insulina es secretada por las células B-pancreaticas en
respuesta al aumento de la glucemia ocurrido tras la ingesta de alimentos y tiene
una accion hipoglucemiante; al ser la Unica hormona con esta funcion, es
indispensable para la vida. Su receptor es de tipo tirosina quinasa. Esta codificado
por un gen en el cromosoma 19 y puede sufrir splicing alternativo, generando dos
isoformas (A y B). La funcién y distribucion de los receptores de insulina dependera
de su isoforma®? (Figura 3).

A su vez los receptores de insulina estan formados por dos subunidades: ay 3, que

se unen y dimerizan con otras subunidades idénticas para unirse a la insulina.
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Figura 3. Distribucién del receptor de insulina: Adaptado de Westermeier et al.(), La imagen fue
creada utilizando Servier Medical Art, https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/.

Cuando la insulina es reconocida por el receptor, éste se autofosforila y
desencadena una cascada de sefalizacibn por la via fosfatidilinositol 3
kinasa/Proteina kinasa B (PI3K/PKB), que desencadenaré fosforilaciones seriadas
que favoreceran la entrada de glucosa en las células para ser usadas en la
obtencién de energia, o almacenadas en forma de glucégeno en el musculo

esquelético, tejido adiposo®? e higado®3).

Asi, la insulina se encarga de mantener la glucemia basal en un rango aproximado
de 60-100 mg/dl; sin embargo, concentraciones elevadas de glucosa plasmatica
pueden sobrecargar la produccion y secrecion de la hormona, causando la eventual
disfuncién de la célula B-pancreatica. Por el contrario, concentraciones bajas de
glucosa plasmética normalmente desencadenan la accion de hormonas
hiperglucemiantes como el glucagon, que, a su vez, estimula la secrecién de
insulina. Finalmente, niveles altos de insulina estimulan la secrecion de

somatostatina e inhiben la secrecion de glucagon.
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1.2.2.2 - Células a-pancreéticas

Son células con morfologia esférica, suelen medir en torno a 10 ym y poseen 7.000
granulos por célula aproximadamente. Constituyen la segunda linea celular mas
extensa del islote pancreético, tanto en humanos como en muchas especies
animales, de forma que son menos frecuentes y mas pequefias que las células f.
Secretan glucagon y el péptido similar al glucagon tipo 1 (GLP-1). Sus granulos
secretores caracteristicamente suelen estar dispuestos muy cerca de la membrana

plasmatica, lo que permite una respuesta muy rapida‘4.

El glucagbn es una hormona peptidica que tiene un peso molecular 29 kDa
aproximadamente. Al igual que otras hormonas, su estructura molecular definitiva
se consigue tras la protedlisis de su precursor, una pro-hormona denominada pro-

glucagon, por la enzima pro-convertasa 2.

Por otro lado, es una hormona contrarreguladora de la insulina que favorece la
hiperglucemia y ejerce su funcion principalmente a nivel de higado, donde estimula
la gluconeogénesis y la glucogendlisis. Esta hormona se secreta cuando la glucemia
es inferior a 70 mg/dl aproximadamente, su receptor posee siete dominios
transmembrana y estd asociado a proteinas G; estos receptores se encuentran en
el higado, tejido graso, cerebro, corazon, rifién y tracto gastrointestinal’®. Por su
parte, concentraciones plasmaticas elevadas de glucagén pueden estimular la
secrecion de somatostatina. Esto ocurre como consecuencia de la accion sinérgica
del glucagén y otros péptidos co-secretados por las células a-pancreéticas, como

por ejemplo: GLP-1, la acetilcolina y el glutamato®).

Finalmente, la secrecidbn de glucagon parece estar inhibida cuando existen
concentraciones plasmaticas elevadas de insulina y GABA; sin embargo, los
mecanismos exactos que permiten esta accion inhibitoria siguen siendo objeto de

estudio en la actualidad.
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De esta forma, algunos autores sostienen que la secrecion de somatostatina,
inducida por un estado de hiperinsulinemia posprandial, podria ser responsable de
la accion inhibitoria que se produce sobre la secrecion de glucagdn inmediatamente
después de la ingesta de alimentos; configurando un sistema regulatorio que
permite a las células B inhibir de forma indirecta la actividad de las células a por

medio de la activacion de las células 5(16).

1.2.2.3 - Células &-pancreéticas

Las células & constituyen la tercera linea celular mas frecuente del islote pancreatico
y secretan somatostatina, que es un potente inhibidor de la secrecién de insulina y

glucagdn; su morfologia como su tamafio varian segun la especie.

En ratones, las células &-pancreaticas tienen una forma alargada y una apariencia
similar a neuronas, pues las células ® estdn compuestas por un soma y por un
proceso citoplasmatico alargado denominado filopodia. Asi, estas células se
disponen de tal manera que, junto a las células a-pancreaticas, forman un sincitio

gue recubren el exterior del islote pancreatico como si fuera un manto.

Sin embargo, en humanos, estas células poseen una morfologia y una distribucion
espacial distinta a la que ha sido descrita en modelos murinos, ya que las filopodias
son mas compactas y los cuerpos celares o somas se encuentran mayoritariamente

dispersos dentro del nucleo de células 1017,

La filopodia determina el tamafo de las células &-pancreaticas (2-27 uym) y parece
contribuir en la regulacion paracrina de la somatostatina®; por otro lado, se piensa
gue la longitud de la filopodia podria estar en relacion con la localizacién que las
células d-pancreaticas tienen dentro del islote segun la especie, asi como con la

capacidad que tienen para interactuar con las células vecinas(*8-19),

La somatostatina fue aislada y sintetizada por primera vez en 1973, mientras se

buscaba identificar un factor que estimulara la secrecion hipofisiaria de la hormona
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del crecimiento, encontrando, contrario a lo que se pretendia, un poderoso inhibidor
de la misma. De esta forma, la somatostatina es una hormona peptidica de 1,6 kDa
aproximadamente, posee una vida media corta y su funcion principal es la inhibicién

de varias enzimas y hormonas peptidicas®®-21,

El gen responsable de la sintesis de la somatostatina se encuentra ubicado en el
cromosoma 3 y su traduccion genera un precursor hormonal denominado pre-pro-
somatostatina que, a través de enzimas pro-convertasas, es convertido en pro-
somatostatina y posteriormente en somatostatina. La forma definitiva de la hormona
tiene dos variantes moleculares distintas, una con 14 aminoécidos (Sst-14) y otra
con 28 (Sst-28), de manera que la Sst-14 es la forma predominante en el cerebro y

en el pancreas, mientras que la Sst-28 es la forma predominante del intestino.

A diferencia de otras hormonas, la somatostatina puede ser producida y liberada en

tres estructuras distintas del organismo:

e El hipotalamo y otras zonas del sistema nervioso central, que secretan la
forma Sst-14 y su objetivo es la neurotransmision e inhibicion de la secrecion
adenohipofisiaria de la hormona del crecimiento y la tirotropina. De esta
forma, la secrecion hipotalamica de somatostatina es responsable del 25%
de la concentracion plasmatica total de esta hormona.

e Las células D del intestino, que secretan la forma Sst-28 con el fin de regular
la secrecion gastroduodenal de motilina, gastrina y péptido intestinal
vasoactivo, entre otras enzimas digestivas. Asi, la secrecion intestinal de
somatostatina es responsable del 70% de la concentracién plasmatica de
esta hormona.

e Las células &-pancredticas, que secretan la forma Sst-14, con fines
autocrinos y paracrinos. Esto permite regular la funcion de las células
adyacentes del islote pancreatico con el objetivo de inhibir la secrecién de

insulina y glucagon. Ademas, la Sst-14 pancreatica puede inhibir su propia
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liberacion. Finalmente, solo un 5% de la concentracion plasmatica de

somatostatina tiene origen pancreatico(?26),

La somatostatina ejerce su funcion mediante receptores acoplados a proteina G, los
cuales son: tipo 1 (SstR1), tipo 2 (SstR2) que para ratones tiene dos isoformas A 'y
B, tipo 3 (SstRa), tipo 4 (SstR4) y tipo 5 (SstRs).

Estos receptores estan formados por 364-418 aminoacidos aproximadamente,
conservan un 40-60% de homologia entre si y un 42-60% de homologia entre
especies (humano/ratén). Todos los subtipos de receptores tienen puentes
disulfuros, sitios de N-glicosilacion y muchos sitios para la fosforilacién
intracelular®”). Ademas, los SstR1, SstR2, SstRsy SstR4 son igualmente sensibles
para ambas formas de la hormona (Sst-14 y Sst-28), mientras que SstRs es mas

sensible para la Sst-28(%8),

Se ha descrito que el tejido pancreatico, tanto humano como el murino, posee los 5
tipos de receptores, pero no se ha llegado a un consenso sobre la especificidad
celular de cada receptor, pues parece gque esto depende de cada especie. De esta
forma, estudios de inmunohistoquimica demuestran la expresion de todos estos
receptores en todas las células del islote pancreatico®; sin embargo, estudios
funcionales con moléculas agonistas solo han podido demostrar que la
somatostatina actua sobre las células B-pancreéticas por medio de los receptores

SstR2;5 y sobre las células a-pancreaticas por medio del receptor SstR2(30-36),

No obstante, existen opiniones divididas a este respecto, pues Adamson et al.G")
han identificado receptores SstR3 en células B-pancreaticas de modelos murinos;
Kumar et al.®® afirmaron que en humanos las células B expresan mayoritariamente
SstR1 y las d poseen SstRs; Raulf et al.®® describieron que el pancreas de rata no
posee SstR4, y Digruccio et al.9 informaron que las células B murinas expresan
solo receptores SstRs, las a receptores SstR2,3 y las & principalmente receptores

SstR1,3, y en menor cantidad receptores SstR2.

28 | 162



Una vez que la somatostatina se une a su receptor, se desencadenaran una serie

de reacciones bioquimicas en cascada que inhibiran la secrecién hormonal en la

célula diana (Figura 4), estas son:

Inhibicién de la adenilato ciclasa (AC), esto a partir de la subunidad Gai del
SstR, lo que reduce la concentracion intracelular de AMPc vy
secundariamente disminuye las concentraciones de las fosforilaciones de las
subunidades reguladoras de la PKA. Asi, se impide la traslocacién de la

enzima al ntcleo y se blogquea la trascripcion génica de la hormona diana®b.

Apertura de los canales de potasio rectificadores internos acoplados a
proteina G (GIRK) y los canales de potasio acoplados a ATP, gracias a la
subunidad By del SstR, que induce un cambio conformacional en el receptor
y permite el desplazamiento de iones de K* desde el espacio intracelular
hasta el extracelular, siguiendo un gradiente de concentracion. Esto
desencadena la hiperpolarizacion del espacio intracelular y el bloqueo
secundario de los canales de calcio®?44) . Por otro lado, los GIRKs también
pueden ser activados mediante la estimulacion que tiene la somatostatina

sobre la fosfolipasa Az (PLA2)#547),

Inhibicion directa de los canales de Ca*?, nuevamente, mediante la
subunidad By, e indirectamente por la disminucion de la pPKA, lo que reduce
la concentracion intracelular del ion y desencadena los efectos descritos

previamente(33:47-49),

Bloqueo directo de la exocitosis de vesiculas secretoras en la célula diana,
posiblemente por la activacion de la calcineurina que interrumpiria la

maquinaria de secrecion de vesiculas secretoras®9-53),
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Figura 4. Mecanismos moleculares por los que la somatostatinainhibe la secrecién hormonal
en célula B-pancreatica. En cuadros de colores se muestran los iones: Cuadro verde, Ca?*; cuadro
rosa, K*. La imagen fue creada utilizando Servier Medical Art,
https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/.

Ademas, la somatostatina posee actividad anti-proliferativa, anti-angiogénica y
supresora de tumores®4, ya que es capaz de inhibir directamente la proliferacion
celular, deteniendo el ciclo celular en fase G1/S (SstRi1245) y G2/M (SstR3), y
promover la apoptosis, este efecto es dependiente del tipo de SstR que es
estimulado; sin embargo, se puede llegar al consenso de que SstRi-4 actdan por
una via dependiente de fosfatasas de tirosina (PTP) y que involucra diferentes
cascadas metabdlicas, como por ejemplo: la proteina MAPK, el sistema de las
caspasas, la proteina supresora de tumores p53, la ruta de PI3K/PKB, entre otras;
por el contrario, SstRs estimula estos procesos por una via independiente de PTP

e involucra el GMPc, la fosfolipasa C (PLC) y eventualmente las MAPK17:54-59) | g

Pagina 30] 162


https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/

via de las MAPK y la PI3K/PKB son las principales dianas farmacoldgicas en la
actualidad, y explica por qué los analogos de la somatostatina (octreétido y
lanreétido) han tenido efectos beneficiosos en el tratamiento de tumores en la
practica clinica®®. Finalmente, ademas de lo antes expuesto, la somatostatina es
capaz de inducir apoptosis mediante la acidificacion intracelular, por inhibicion de la

bomba Na*/H* a través de los SstR1 34(22:54.61)

Dicho lo anterior, nos parece relevante mencionar que Li et al.6? demostraron, al
menos en modelos murinos neonatales, como la ausencia de células 6-pancreaticas
desencadenaba una hipersecrecion anémala de insulina asi como una subsecuente

muerte.

1.2.2.4 - Células ¢- pancreaticas

Las células € constituyen una linea celular poco frecuente en el islote pancreatico.
De esta forma, aunque representan el 10% de las células de los islotes pancreaticos
en embriones y fetos humanos, su cantidad disminuye hasta el 1% después del
nacimiento. En muestras de pancreas humano adulto se observa que las células ¢-
pancreaticas tienen forma redondeada y permanecen en la periferia del islote, tanto
en grupos como en células individuales®. En ratones, estas células estan
presentes en los islotes pancreaticos y en la mucosa del estbmago durante la fase
de desarrollo embrionario, pero solo es posible identificar células e-estomacales

después del nacimiento.

De hecho, hasta la fecha, no se ha podido identificar células € productoras de grelina
en el pancreas de ningun otro modelo animal adulto. De esta forma, los humanos
son la Unica especie conocida capaces de mantener células e-pancreéticas

funcionalmente activas después del nacimiento(®3),

La grelina es una hormona peptidica que consta de 28 aminoacidos, un peso

molecular de 3,3 kDa aproximadamente y una N-octanoilacién en la serina 3, al igual
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gue las otras hormonas, proviene de una pre-pro-hormona de 117 aminoacidos, que
se escinde para dar la grelina y la obestatina. Comparte receptor con el secretagogo
de la hormona del crecimiento la (GHSR1a), que es un receptor acoplado a
proteina G, altamente distribuido en cerebro, hipotdlamo (en las neuronas que
poseen neuropéptido NPY) y ndcleos basales, ademas de organos periféricos
endocrinos como islotes pancreaticos, tiroides y glandulas suprarrenales. Es
importante destacar que, para cumplir su funcion, la hormona debe ser acilada en

la serina 33,

Es conocida como la hormona del hambre porque estimula el apetito activando el
centro del hambre en el nacleo arcuato del hipotalamo. Esté descrito que el ayuno

aumenta la expresion de ARNm, asi como la traduccion de su proteina(®3-64),

1.2.2.5 - Células X- pancreaticas

En ratones, como el resto de células no-B, las células X se encuentran ubicadas en
la periferia de los islotes pancreaticos, especialmente en aquellos islotes que estan
localizados en la region de la cabeza del pancreas®®. Secretan, principalmente el
polipéptido pancreatico; la cual es una hormona peptidica de 36 aminoacidos y un
peso molecular de 4 kDa aproximadamente, forma parte de la familia del
neuropéptido Y (NPY), junto al péptido tirosina-tirosina (PYY) y, en general, se cree
gue afecta la motilidad gastrointestinal, la homeostasis de la glucosa (inhibiendo la
somatostatina®® y la regulacion del apetito®©®. Su receptor (NPYR) forma parte de
la familia de receptores asociados a proteina Gai de tipo rodopsina, cuya funcion
principal es la inhibicién de AMPc; existen 4 receptores (NPYR1,2,45), de los cuales
NPY4 parecer ser exclusivo de PP®7-68) Su gen se encuentra en el cromosoma 17
y se traduce como un pro-hormona inusualmente corta, la cual se escinde para
producir el PP, un icosapéptido pancreatico y un oligopéptido de 5 a 7

aminodacidos©9,
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1.2.3 — Regulacién paracrina a-g-6 del islote pancreatico

1.2.3.1 - Relacion paracrina entre célula B y 8-pancreatica

Las células B- y 6-pancreaticas estan acopladas tanto eléctricamente, por medio de

uniones gap de conexina 36, como de forma quimica, a través de péptidos que tiene

accion paracrina (Figura 5). De esta forma, las células B-pancreaticas pueden

regular la actividad secretora de las células d-pancreaticas®-10),

Algunos de los péptidos y vias de sefalizacion responsables de la regulacion de las

células B sobre las o:

Insulina, que se une al co-transportador de Na* y glucosa tipo 2 (SGLT2)
ubicado en la membrana celular de las células &-pancreaticas(. Esto
favorece la entrada de Na* y glucosa dentro del espacio intracelular,
despolarizando la membrana celular y activando la apertura de los canales
de Ca*? voltaje dependiente. Asi, el aumento de la concentracién de calcio
intracelular activa la secrecion de somatostatina®. A su vez, se ha descrito

que la secrecion de insulina es capaz de regular la longitud de la filopodia®®).

Urocortina 3 (UCN3), es reconocida por las células d-pancreaticas a través
del receptor de la hormona liberadora de corticotropina tipo 2 (CRHR2) y
estimula la secrecién de somatostatina a través de una ruta bioquimica rapida
dependiente de AC, AMPc y apertura de canales de calcio(’V). Por otro lado,
también existe una estimulacion lenta que inactiva un mecanismo represor
transcripcional conformado por la ubiquitina ligasa Cullin4B-Ring E3 (CRL4B)
y una histona metiltransferasa denominada polycomb repressive complex 2
(PRC2) mediante la inhibicién de una proteina llamada Cullin-4B (Cul4B). De
esta manera, la inactivacion del supercomplejo CRL4B/PRC2 favorece la
expresion del canal de calcio dependiente del voltaje tipo L, subunidad alfa

1C (Cavl,2) y la Adenilato ciclasa 6 (AC6), aumentando con ello la
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concentracion intracelular de calcio y AMPc respectivamente, y por tanto,

aumentando también la secrecién de somatostatina(®42.72-73),

Es importante resaltar que Digruccio et al.*9 han descrito la presencia de

ARN del receptor CRHR2, exclusivamente en las d-pancreaticas.

GABA, induce la secrecion de somatostatina a través del receptor a, que
despolariza la membrana mediante la salida de iones de CI-, lo que activa la
apertura de los canales de calcio dependientes de voltaje, aumentando la
concentracion citoplasmatica de este segundo mensajero y estimulando la

secrecion.

Serotonina, se co-secreta con la insulina y al contrario que todos los péptidos
mencionados anteriormente, ésta se encarga de inhibir la secrecién de
somatostatina a través del receptor 5-hidroxitriptamina 5A (5-HT5A); al ser
un receptor acoplado a proteina G, posee una subunidad ai por lo que actia
mediante la inhibicion de la AC y consecuente disminucion de las

concentraciones de AMPc(™),

Dinorfina, es un opioide que se ha descrito que existe en célula f murinas y
gue se secreta tras la estimulacion con altas concentraciones de glucosa. Su
funcién ha sido poco estudiada, sin embargo, parece cumplir un rol en la
regulacion de la secrecion de glucagén y somatostatina. Actda a nivel de los
receptores de opioides y aunque el receptor k es el que posee mayor afinidad
por el opioide, los receptores y y & también pueden mediar alguno de los

efectos de la dinorfina(75-89),
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Glucosa

Figura 5. Esquema de la regulacién paracrina excitatoria $-8. En cuadros de colores se
muestran los iones: Cuadro verde, Ca?*; cuadro azul, Na*; cuadro turquesa, Cl-. Adaptado de Gao
et al.®, La imagen fue creada utilizando Servier Medical Art,
https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/.

1.2.3.2 - Relacioén paracrina entre célula a- y 6- pancreatica

Ademas de la influencia que tienen las células B-pancreaticas y sus metabolitos
sobre las células 9, las células a también juegan un papel relevante en la regulacion
del proceso secretorio de la somatostatina, aunque todavia no existen estudios
detallados sobre este asunto (Figura 6). Asi, algunas de las rutas regulatorias

conocidas son:

e Glucagon, se une a receptores transmembrana acoplados a proteinas G

(GcgR) e inducen la secrecion de somatostatina via AC y AMPc.

e GLP-1, se une al mismo tipo de receptor (GLP1R) que el glucagon e inducen
la secrecion de somatostatina via AC y AMPc.

Pagina 35] 162


https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/

e Acetilcolina, se une a un receptor muscarinico tipo 1 (M1) ubicado en la
membrana celular e inducen la secrecion de somatostatina via AC y AMPc.

e Glutamato, que unido a la subunidad 4 del receptor AMPA (GIuR4), presente
en la membrana de las células &-pancreaticas, favorece la despolarizacion

celular via canales de calcio voltaje dependientes®.

Finalmente, no se puede olvidar que la somatostatina es una hormona relacionada
con el sistema digestivo, y por este motivo, la ingesta de nutrientes constituye otra
via metabdlica que estimula la secrecion de esta hormona. De esta forma, ademéas

de la glucosa, los acidos grasos o los aminoacidos pueden afectar la secrecion de

somatostatina

Figura 6. Esquema de la regulacion paracrina excitatoria a-6. En cuadros de colores se
muestran los iones: Cuadro verde, Ca?. Adaptado de Gao et al.®). La imagen fue creada utilizando
Servier Medical Art, https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/
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2 — Diferenciacion celular del islote pancreatico

2.1 — Factores de transcripcion

La diferenciacién celular es el proceso mediante el cual una célula progenitora
madura adquiere las caracteristicas genotipicas y fenotipicas necesarias para
funcionar. De esta manera, para que las células progenitoras puedan formar un
islote pancreatico funcional, estas han de sufrir tanto proliferacion como

diferenciacion celular.

Dentro de este proceso cobran mucha importancia los factores de transcripcion
(FTs), que son proteinas nucleares capaces de unirse al acido desoxirribonucleico
(ADN) y que se encargan de regular la transcripcion génica, ocultando o
descubriendo secuencias de unién especificas del ADN y controlando asi el
desarrollo de tipos celulares especificos®?. Los FTs, como cualquier otra proteina,
se transcriben en el ndcleo y se traducen en el citoplasma; una vez alli, algunos FTs
son transportados directamente de vuelta al nucleo celular, mientras que otros lo
hacen de forma indirecta por medio de proteinas especificas. Los FTs no solo deben
ser transportados al nucleo, también deben ser activados para poder ejercer su
funcion. Esta activacién puede ocurrir por uniébn a un ligando (receptores de
hormonas tiroides y sexuales), por interacciones proteina-proteina (proteina de
union a CREB) o por fosforilacion (pPKA/CREB)®2),

Asi, para que se produzca la diferenciacion celular del islote pancreatico es
necesario que se expresen diferentes FTs, especialmente la proteina del homeobox
pancreatico y duodenal (PDX1); la cual favorecera el proceso de maduracion desde

una célula del endodermo intestinal a una célula endocrina madura (Figura 7).

PDX1 juega un papel crucial en el desarrollo del pancreas, pues es responsable de
la expansion de los eshozos mesoduodenales emergentes®-84). A partir de aqui,
todas las células progenitoras pancreaticas tendran PDX1, y esto les permitira

seguir con la diferenciacion celular; una vez el pancreas exocrino y endocrino se
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han desarrollado y diferenciado completamente, gran parte de este FT se restringira
a las células B-pancreéaticas maduras®, y en menor medida en las células 5(4085),
Asi, las células funcionalmente maduras del islote pancreéatico expresaran FTs
especificos de linaje, lo que les permitira secretar las diferentes hormonas

pancreaticas®84-8) (Figura 7). Algunos de los FTs mas importante son:

e Célula B-pancreatica: Ademas de PDX1, expresan la proteina de la familia
del oncogén A del fiborosarcoma musculoaponeurético (Maf-A), la proteina

homeobox NK6 (NKx6.1) y la proteina pairedbox 4 (PAX4), entre otras.

e Células a-pancreéticas: Expresan la proteina homeobox relacionado al
aristaless (ARX), la proteina de la familia del oncogén B del fibrosarcoma
musculoaponeurotico (Maf-B) y la proteina pairedbox 6 (Pax6), entre otras.

* Células ©0-pancreaticas: Expresan la proteina homeobox expresado

hematopoyéticamente (HHEX)(®:40.87-90),

Asi, los progenitores endocrinos pancreaticos dan origen a tres grandes bloques
celulares, uno esta conformado por las células e-pancreaticas maduras y los otros
dos por intermediaros inmaduros o/X y P/6. Esto explicaria las diferencias
estructurales y funcionales que existen dentro de las diferentes lineas celulares del

islote y la estrecha relacion que existe entre células con ancestros comunes(®6: 91,

2.2 — Desdiferenciacion y transdiferenciacion

La desdiferenciacion es un proceso que ocurre cuando una celula madura pierde su
identidad celular y retrocede a estados inmaduros en la linea evolutiva. Por su parte,
la transdiferenciacién es un proceso que ocurre cuando una célula madura recibe
sefales externas que hacen que se active una reprogramacion celular, expresando
FTs de otros linajes celulares, y “transformandose” en una célula diferente (Figura
8).
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Islote pancreatico
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Figura 7. Esquema del desarrollo de las lineas celulares endocrinas en el islote pancreatico.

Adaptado de Panzer et al.®). La imagen fue creada utlizando Servier Medical Art,
https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/.
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Figura 8. Esquema de plasticidad celular 8-6. La fila superior muestra el proceso de diferenciacion
normal de la célula 6. La fila intermedia muestra la desdiferenciacion de la célula &. La fila inferior

muestra el proceso de transdiferenciacién 6-(.
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2.2.1 —Plasticidad del islote pancreatico

Varios estudios han demostrado que el pancreas posee plasticidad, de forma que
las células endocrinas son capaces de adaptarse al estrés metabdlico mediante
procesos de transdiferenciacion®>°7). En este sentido, los trabajos publicados por
Chera et al.%) sugirieron que la pérdida masiva de células B-pancreéaticas
estimulaba procesos de transdiferenciacion celular a-p y 8- en modelos murinos
adultos y jévenes respectivamente. Por su parte, dentro de la literatura cientifica
consultada, encontramos varios estudios sobre modificaciones génicas a nivel de
FTs que podrian confirmar la capacidad que tienen las células del islote pancreético
de sufrir procesos de transdiferenciacion; asi pues, Druelle et al.®®9 describieron
como la expresion ectopica de PAX4 era capaz de estimular la expresion de un
fenotipo B funcional en células &, mientras inducia neogénesis B a partir de células
O y células ductales pancreaticas; Talchai et al.(1%0 quienes mediante estudios de
trazado de linaje revelaron que la delecion de la proteina forkhead box O1 (FOXO1),
un FT implicado en la sefializacion de la insulina, inducia la desdiferenciacion de las
células B-pancreéticas, mientras que estimulaba la expresion de PDX1, Maf-A y

NKx6.1 en las células a-pancreaticas y d-pancreéticas.

A su vez, Schaffer et al.(°D) estudiaron que la delecién de NKx6.1 en las células B-
pancreaticas estimulaba la expresion de un fenotipo & en estas células, sugiriendo
que NKx6.1 suprimia ciertos genes caracteristicos de las células d-pancreéticas
dentro de los nucleos de las células B-pancreaticas. De igual manera, se ha descrito
gue algunos farmacos pueden inducir procesos de transdiferenciacion, tal es el caso
del GABA, que parece inducir hiperplasia B a través una transdiferenciacion a-1%2;
de igual forma, a traves de la via de sefializacion del GABA, un farmaco antimalarico,
la artemisina es capaz de inducir transdiferenciacion a-f, junto con un aumento de
la secrecion de insulina en células aTC1, en larvas de zebrafish y en islotes
humanos®). Finalmente, estudios realizados por Piran et al.%) mostraron que el

tratamiento con caeruleina, un farmaco parecido a la colecistoquinina, inducia
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transdiferenciacion a-B y posteriormente transdiferenciacion (-6 en modelos

murinos a los que previamente se les habia destruido la masa celular 3 con alloxano.

2.2.2 — Plasticidad -6 en modelos de diabetes

Como se ha descrito anteriormente (Figura 7) las células B- y &-pancreaticas,
ademas de tener un ancestro comun, estan acopladas eléctricamente, por lo que no
es extrafio pensar que exista algun tipo de relacién fisioldgica entre ambas(19.109),
Esto se pone en evidencia cuando observamos que, durante la pérdida o
disminucién de FTs claves para el linaje 3 aparecen alteraciones en las células &-
pancreaticas, o en la somatostatina(®®-100.106-108)  Aynque en estos estudios se ha
manipulado la maquinaria transcriptomica de la célula, esta relacion -0 ha sido
observada, ademas, en escenarios clinicos que cursan sin alteracion de los FTs,
por ejemplo: tras la destruccion de célula B-pancreatica en la diabetes mellitus (DM)
0 cuando se altera la secrecién de insulina por una mutacion de activacion sobre los
canales de potasio acoplados a ATP. En ambos casos, se pueden observar
alteraciones en la actividad de las células &-pancreéatica®®). Asi también, la relacién
B-0 ha sido descrita en diferentes modelos de DM®9), Este es el caso de Plesner et
al.t9)  quienes observaron insulinitis mediada por hiperplasia B-pancreatica en
ratones diabéticos no obesos (NOD) tratados previamente con estreptozotocina.
Esta insulinitis ocurria a las 12 semanas de edad y posteriormente era seguida de
una disminucion de la masa celular B y un aumento de la masa celular 6 a las 24
semanas. También Alan et al.19 describieron la existencia de una hiperplasia de
células d-pancreaticas en las ratas Goto Kakizaki, un modelo espontaneo de DM2.
A su vez, Gallego et al.*1Y) encontraron este mismo patrén en un modelo de ratas
con diabetes durante la gestacion. Finalmente, esta relacién -6 también ha sido
descrita en humanos, tal es el caso de Yoneda et al.112 y Cinti et al.113), quienes
hallaron un aumento de células bihormonales insulina+/somatostatina+ y mayor
cantidad de células d-pancreaticas expresando FTs de linaje B en pacientes con

resistencia a la insulina (RI) y DM.
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3 — Diabetes Mellitus

3.1 — Aspectos generales

Segun la organizacion mundial de la salud (OMS)114 se conoce como diabetes a
todo trastorno metabdlico cronico que cursa con aumento de la glucosa en sangre,
gue puede ir desde alteraciones genéticas hasta lesiones pancreaticas; y que con

el tiempo provoca dafio a diferentes 6rganos.

Se estima que un total de 537 millones de personas alrededor del mundo sufrian
DM2 en 2021119, 8,4 millones presentaban DM1(16) y |a diabetes gestacional tenia
una prevalencia del 14%117, Ademas, 6-7 millones de personas murieron ese afo
por causa de esta enfermedad. En la actualidad se estima que existen mas de 61
millones de personas diabéticas en Europa y que los gastos econémicos alcanzan
los 170 millones de euros al afio aproximadamente19, Aunque el aumento en la
esperanza de vida y la incorporacién global de habitos sociales poco saludables han
ido aumentando la prevalencia de esta enfermedad, se estima que un 40% de los
pacientes siguen sin ser diagnosticados en la actualidad, lo que tiene implicaciones
prondsticas y terapéuticas. Finalmente, si no existen cambios en la tendencia, se
espera que la DM alcance una prevalencia mundial de 12,2% y afecte a casi 783

millones de personas para el afio 2045 aproximadamente19),

3.2 — Fisiopatologia

Segun ha sido descrito anteriormente, la regulacion del metabolismo de la glucosa
se lleva a cabo por medio de la secrecion hormonal de los islotes pancreaticos, de
forma que la hiperglucemia estimula la secrecién de insulina y la hipoglucemia la
secrecion de glucagén; mientras que la somatostatina actla como inhibidor de

ambas hormonas.
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Cuando este delicado equilibrio metabdlico y hormonal se rompe, puede aparecer
el trastorno clinico conocido como DM. De forma que, esta enfermedad se
caracteriza por hiperglucemia, hiperinsulinemia, hiperglucagonemia vy, tal vez, una
hiposomatostatinemia, debido a una posible reduccion y disfunciéon de las células
O-pancreaticas®18118-122) por otro lado, estudios de metabolémica han demostrado
que no solo el metabolismo de la glucosa esta alterado, al parecer también se
encuentran alteraciones en el perfil proteico (aminoacidos arométicos y ramificados)
y lipidico (fosfolipidos, esfingolipidos, glicerofosfolipidos, etc), demostrando una

asociacion entre la diabetes y los trastornos proteicos y lipidicos(®23-126),

Como se ha visto, los aspectos fisiopatoldgicos de la DM siguen sin estar del todo
claros en la actualidad, sin embargo, se puede afirmar que la hiperglucemia es la
condicion clinica que define la enfermedad. De esta forma, las guias de practica
clinica de las diferentes sociedades cientificas han propuesto una serie de criterios
diagnosticos basados en la concentracion de la glucosa plasmatica siendo

requerido uno solo de estos criterios positivos para el diagnéstico®2”):

-Glucemia en ayunas de 8 horas 2126 mg/d|

-Glucemia 2 horas después de sobrecarga con 75 gramos de glucosa 2200 mg/dI
-Hemoglobina glucosilada A1C 26,5%

-Glucemia aleatoria 2200 mg/dl en paciente con sintomas clasicos.

Algunos de los sintomas clasicos del paciente diabéticos son: polifagia, pérdida de
peso, polidipsia, poliuria, disnea e infecciones recurrentes. Muchos de estos
sintomas se explican porque, al no haber insulina funcional, las células son
incapaces de captar la totalidad de la glucosa del plasma, de forma que, se produce

una disminucion en el rendimiento energético de las mismas.

Este déficit de energia produce un aumento del apetito y explica la pérdida de peso

descrita en estos pacientes. Por su parte, la hiperglucemia produce un aumento de
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la osmolaridad plasmatica y estimula la sed. Finalmente, el aumento del volumen

plasmatico desencadena un aumento de la frecuencia y el volumen miccional.

Si la hiperglucemia no se controla y se mantiene en el tiempo, puede causar dafios
agudos y cronicos a la salud. Dentro de las complicaciones agudas de la DM
encontramos la cetoacidosis diabética, el coma hiperosmolar y la hipoglucemia,
cuadros clinicos complejos que, de no ser tratados inmediatamente, pueden poner
en riesgo la vida del paciente. Por otro lado, la DM puede cursar con dafio
macrovascular y microvascular, estas son complicaciones cronicas que van
deteriorando el organismo progresivamente, disminuyendo tanto la calidad como la
expectativa de vida del paciente. Las complicaciones macrovasculares mas
frecuentes son la enfermedad arterial coronaria, la arteriopatia periférica y la
enfermedad cerebrovascular. Finalmente, las complicaciones microvasculares mas

frecuentes son la retinopatia, la nefropatia y la neuropatia periférica®%).

3.2.1 —Tipos de diabetes
3.2.1.1 — Diabetes mellitus tipo 1

La diabetes mellitus tipo 1 (DM1) es una enfermedad autoinmune producida por una
destruccion masiva de las células B-pancreaticas debido a la accion de linfocitos B
y T autorreactivos. Debido a esta destruccion, el pancreas es incapaz de producir

insulina en respuesta a la hiperglucemia.

Actualmente se cree que en esta autoreactividad del sistema inmune, estan
implicados una serie de alteraciones genéticas y epigenéticas, siendo el 50% de
estas debido a mutaciones en los loci del antigeno leucocitario humano (HLA),
ubicados en el cromosoma 6; el resto de alteraciones estarian fuera de estos loci,
como la inactivacién del alelo materno para el gen de la insulina o como el splicing

alternativo del ARNm del islote(128-129)
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Dentro de la historia natural de la DM1 encontramos 3 fases, aunque de duracion
incierta: una primera fase en la que el paciente es asintomatico pero tiene presencia
de autoanticuerpos; una segunda fase en la que presenta alteraciones del
metabolismo de la glucosa (disglucemia); y una tercera fase en la que ya hay
presencia de sintomas39, El diagnostico de DM1 se realiza por medio de la
identificacion de autoanticuerpos en sangre, ya que son negativos en otros tipos de
diabetes. Entre los autoanticuerpos mas frecuentes estan31-133): anti-islotes (ICA),
anti-descarboxilasa del &cido glutdmico (AntiGAD), anti-tirosina fosfatasa (IA-2A),

anti-insulina (IAA), anti-transportador de zinc 8 (ZnT8A).

Los pacientes con DM1 solo pueden ser tratados con insulina inyectable y tienden
a debutar a muy corta edad, muchas veces presentando una cetoacidosis diabética;
sin embargo, aunque la DM1 es la forma tipica en la infancia, esta entidad también
puede manifestarse en pacientes adultos®3 y se le identifica como diabetes
autoinmune latente del adulto (LADA).

3.2.1.2 — Diabetes mellitus tipo 2

A diferencia de la DM1, en la DM2 no hay autoanticuerpos, pero, los tejidos
periféricos se hacen resistentes a la insulina; esto quiere decir que, aunque hay
hormona en circulacion no hay receptores suficientes o los tejidos no son capaces
de responder por fallos en la via de sefializacién; por ende, son necesarias mayores
cantidades de la hormona para que entre la glucosa a las células. Por su parte,
como los tejidos no responden, se acumula la glucosa y se genera hiperglucemia.
De este modo se crea un circulo vicioso en donde, a mayor resistencia, mayor
secrecion de insulina, estableciéndose una hiperinsulinemia que durante un tiempo
contrarresta la hiperglucemia. Sin embargo, las células B-pancreéaticas no son
capaces de mantener este ciclo de forma indefinida y terminan claudicando,
generando un déficit de insulina similar al que ha sido descrito en pacientes con
DM1.
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Las causas de la DM2 son todavia desconocidas. A diferencia de la DM1, donde
gran parte de las alteraciones ocurren en los loci del HLA, en la DM2 solo sabemos
que es una enfermedad poligénica*3>136) y que esta sujeta a la influencia de varios
factores que se conocen como exposoma (estilos de vida, valores intrinsecos de la
persona como la microbiota o la obesidad, influencia del ambiente externo, etc.)*37
138) ya que diversos metaandlisis han demostrado la asociacién que existe entre

una mayor exposicion a estos factores y un mayor riesgo a padecer la enfermedad.

A diferencia de la DM1, a los pacientes con DM2 se les trata con farmacos que
permiten mejorar la resistencia a la insulina, ya sea porque mejoran la sensibilidad
de los tejidos, aumentan la secrecion de insulina, o impiden la absorcion de
carbohidratos a nivel gastrico; a estos farmacos se les conoce como

hipoglucemiantes orales y entre los mas usados tenemos:

e Sulfonilureas y meglitinidas, son farmacos que estimulan directamente a la
célula B-pancreatica, potenciando la secrecion de insulina (secretagogos).
Su mecanismo de accién radica en la inhibiciébn del canal de potasio
acoplado a ATP, causando una alteracion en el potencial de reposo de la
membrana, lo que permite la entrada de calcio y la subsecuente liberacion
de los granulos secretores(®39),

Las sulfonilureas se clasifican segun la generacién: primera (Tolbutamida,
Tolazamida, etc.) y segunda (Glibenclamida, Glicazida, Glimepirida, etc);
actualmente se prescriben solo los de segunda generacion debido a la gran
cantidad de efectos secundarios obtenidos con los de la primera generacion
(hipoglicemias, ganancia de peso, problemas cardiacos, etc)®40),

Las meglitinidas, son secretagogos con la misma funcion que las
sulfonilureas pero con estructura diferente, actualmente existen dos

farmacos para su uso clinico: Repaglinida y Nateglinida4?.
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Biguanidas, dentro de este grupo de farmacos, la Metformina es la Unica
aprobada para el tratamiento de la diabetes, su mecanismo de accion implica
la disminucion de la gluconeogénesis hepatica al bloquear lanzaderas redox
mitocondriales(42143), Sin embargo, ain no se comprende del todo el
mecanismo de accion de la Metformina y es probable que el farmaco tenga
efectos pleiotrépicos; varios estudios han demostrado que la Metformina es
un sensibilizador de la insulina y probablemente actda en la luz intestinal, la
microbiota o incluso las mitocondrias hepaticas(44.

Actualmente la Metformina es el farmaco de primera linea para tratar la DM2,
ya que logra disminuir la glucemia, tiene un perfil de seguridad amplio, pocos
efectos secundarios e interacciones medicamentosas y es de bajo costo(4%),
Como segunda linea se usa combinado con cualquier otro hipoglicemiante.
La Fenformina y la Butformina no estan recomendadas debido a su

implicacion en acidosis lactica.

Agonistas del receptor del péptido similar al glucagon tipo 1 (GLP-1), como
su nombre indica, son farmacos que reproducen los efectos del GLP-1
endoégeno. Por ende, estimulan la secrecidon de insulina a través de la
estimulacion del AMPc y PKA, inhiben la secrecion de glucagén y
promueven el enlentecimiento del vaciamiento géastrico debido a su accion
sobre el nervio vago, que induce relajacion del estdbmago, reduccién del
antro y disminucion de la motilidad del duodeno. Por otro lado, promueven
la saciedad al actuar sobre neuronas NPY del nucleo arcuato y el nacleo
parabraquial lateral(146-149),

De entre los farmacos mas usados encontramos la Exenatida, Lireglutida y

Semaglutida, etc.

Inhibidores de la dipeptidil peptidasa 4 (iDPP-4), son farmacos que inhiben
la DPP-4, la cual es una enzima que degrada GLP-1. Por ende, al actuar

sobre estas enzimas, los niveles de GLP-1 en sangre aumentan 2 a 3 veces.
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Sin embargo, la estimulacion del receptor de GLP-1 es mayor con los
agonistas de GLP-1 que con los iDPP4(150),
Como representante de esta familia de farmacos encontramos la Sitagliptina,

saxagliptina, la alogliptina y la vildagliptina.

Tiazolidinedionas, son farmacos que actuan sobre el receptor y activador de
la proliferacion de peroxisomas (PPAR-y); el cual es un receptor nuclear.

La unién de PPAR-y con estos farmacos puede causar activacion o
represion de genes diana que regulan la transcripcién y traduccién genética
de una variedad de proteinas involucradas en la diferenciacion celular y el
metabolismo de la glucosa (factor de necrosis tumoral-a, resistina y 11-p-
hidroxiesteroide deshidrogenasa-1) y los lipidos (lipoproteina lipasa,
proteina transportadora de acidos grasos y receptor 1 de LDL oxidado),
mejorando la sensibilidad a la insulina e inhibiendo la gluconeogénesis, la
lipolisis periférica y los niveles de acidos grasos libres y grasa visceral(t51-
152 La pioglitazona y la rosiglitazona son farmacos de este grupo. Sin
embargo, la Administraciéon de Alimentos y medicamentos de Estados
Unidos (FDA) y la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos
Sanitarios (AEMPS) han comunicado que la pioglitazona aumenta el riesgo
de cancer de vejiga®®315%) Con respecto a la rosiglitazona, al menos en
Europa, se ha suspendido su comercializacion debido a un aumentado

riesgo cardiovascular@5%),

Inhibidores del cotransportador sodio/glucosa 2 (iISGLT2), son farmacos que,
como su nombre lo indica, inhiben el cotransportador sodio/glucosa 2 que se
encuentra el segmento 1 del tubulo renal proximal; éste es el transportador
de mayor importancia del rifidn y transporta glucosa gracias al gradiente de
energia electroquimica que se genera por la reabsorcién de sodio en el
filtrado tubular. Su mecanismo de accién radica en aumento de la pérdida

de glucosa por orina (glucosuria), generando disminuciéon de la glucemia y
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glucotoxicidad, ademas de aumentar la sensibilidad a la insulina, disminuir
la hemoglobina glucosilada A1C y potenciar la funcién (3.

Por otro lado, el uso de los iISGLT2 previene la aparicion de nefropatia
diabética y mejora los parametros cardiovasculares, al inducir pérdida de sal
por orina (natriuresis) y disminuir la volemia y presion arterial. Ademas,
induce pérdida de peso al someter al cuerpo a un estado de deprivacion
glucémica debido a la glucosuria®%6-157),

Entre los miembros de esta familia se encuentran: Depaglafozina,

Canaglifozina y Empaglifozina.

No obstante, cuando las células B-pancreéticas se agotan y terminan en un fallo de
secrecion o incluso en muerte celular, estos farmacos no tienen un efecto positivo y

es por ello que, llegado el caso es necesario usar insulina inyectable.

3.2.1.3 — Diabetes gestacional

El término diabetes gestacional (DG) hace referencia a una mujer sana que durante
su embarazo presenta resistencia a la insulina (RI) e hiperglucemia, lo que
desencadena una diabetes que puede ser transitoria, 0 no. Por lo tanto, esta
condicién clinica no debe ser confundida con la de una paciente previamente
diabética que resulta embarazada, pues son dos situaciones distintas desde el

punto de vista fisiopatolégico.

El embarazo es un proceso en el cual ocurren adaptaciones fisiolégicas que buscan
establecer las condiciones 6ptimas para la supervivencia del feto; de entre estos
cambios, es relevante destacar el papel que cumple el sistema endocrino. Se sabe
que conforme va avanzando la gestacion la sensibilidad a la insulina se va
perdiendo, hasta llegar a un déficit de aproximadamente el 50%, sin que esto
signifique la existencia de DG(18-161), Sin embargo, aunque existe una RI fisiologica
y los niveles de glucosa aumentan, la insulina circulante es suficiente para regular

la glucemia. En la madre, el equilibrio entre la Rl y la hiperactividad de las células
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B-pancreaticas, asegura un flujo constante de nutrientes hacia el feto hasta el final
del embarazo; y, al menos en modelos murinos, se ha visto que comenzando un
poco antes del parto y extendiéndose hasta el periodo posparto, la masa de células

B-pancredticas se reduce a su tamario previo®62),

La DG aparece cuando ocurre un fallo en esta regulaciéon y los niveles de glucosa
en sangre aumentan a tal nivel que la insulina circulante es incapaz de
contrarrestarlos(*®3, Durante este escenario pueden ocurrir dos finales, una vez la
madre da a luz, el equilibrio metabdlico vuelve y la Rl desaparece; 0o estos
mecanismos de adaptacion del embarazo fallan y la Rl mas la hiperglucemia
contindan tras el parto, desarrollando una DM2(158), en especial, en aquellas mujeres
con antecedentes de riesgo de sindrome metabdlico (edad, tabaco, sedentarismo,
dieta hipercaldrica, hipertension, entre otros). La DG se diagnostica entre las 24-28
semanas a través de una sobrecarga oral de glucosa (SOG). La American Diabetes
Association (ADA)%%) y |a Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia
(SEGO)U169) establecen que los criterios para diagnosticar la DG son: niveles de
glucemia en ayunas superiores a los 105 mg/dl, glucemia a 1 hora postprandrial
>190mg/dl y a las 2 horas postprandrial >145 mg/dl. La DG no solo causa dafio a
la madre como preeclampsia, hipoglicemias, polihidramnios, aborto espontaneo,
riesgo de parto pretérmino, etc., sino también al feto, ya que la constante entrada
de altos niveles de glucosa a la circulacion fetal causan que éste sufra un sinnimero
de patologias metabdlicas que dificultaran el parto y la vida del nifio; ejemplo de
éstas son: macrosomia, comunicaciones interventriculares, retraso del crecimiento
intrauterino (RCIU), resistencia a la insulina, hipoglicemia fetal, malformaciones
estructurales y muerte fetal(166-167) E| tratamiento de la DG debe tomar en cuenta
las posibles consecuencias que implicaran para el feto. Por eso, actualmente el
tratamiento se basa en cambios de estilo de vida y control de peso de la madre. En
cuanto a farmacos, el Unico tratamiento aceptado para la DG es la insulina. Sin
embargo, al tener una patogenia parecida a la DM2 se han hecho estudios sobre el

uso de hipoglucemiantes orales, que, para la fecha, no han sido concluyentes68),
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3.2.1.4 - Otros tipos de diabetes

Por otro lado, existen otros tipos de diabetes en los que las causas varian, ya sea
por mutaciones genéticas especificas, donde encontramos la diabetes del adulto de
inicio juvenil (MODY); la cual es una enfermedad autosémica dominante cuya
alteracidon se encuentra a nivel de los genes que regulan la secrecion de insulina
como respuesta a la glucosa®%9, Hasta la fecha se conocen 14 mutaciones

diferentes que generan un MODY; de entre ellas las mas comunes son:

e MODY 1, en donde la mutacion se encuentra en el gen del factor nuclear 4
alfa del hepatocito (HNF4A); los pacientes presentan macrosomia y aumento
de peso al nacer, ademas una disminucion del colesterol HDL.

e MODY 2, en donde la mutacion se encuentra en el gen de la glucokinasa
(GCK), los pacientes presentan una ligera hiperglucemia ya que el umbral
para insulina se altera, sin embargo, el riesgo de complicaciones micro y

macrovasculares es bajo.

e MODY 3, en donde la mutacion se encuentra en el gen del factor nuclear 1
alfa del hepatocito (HNF1A), esta enzima juega un papel crucial en el
transporte y metabolismo celular, asi como también en el metabolismo
mitocondrial de la célula B. Estos pacientes poseen un umbral renal para la

glucosa disminuido.
e MODY 4, en donde la mutacion se encuentra en el gen de PDX1.

e MODY 5, en donde la mutacion se encuentra en el gen del factor nuclear 1
beta del hepatocito (HNF1B), esta forma representa <5%. Los pacientes
pueden presentar sintomatologia variada como diabetes de edad temprana,
asi como malformaciones renales (quistes renales, displasias renales,

Enfermedad glomeruloquistica renal familiar hipoplasica).
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e MODY 6, en donde la mutacidén se encuentra en el gen de la diferenciacién

neurogénica 1 (NeuroD1).

De entre los anteriores, las formas mas comunes son MODY 3, MODY 2, MODY 1.

Por otro lado, existen diabetes causadas por lesiones pancreéticas que, segun la
ADA y la OMS, son definidas como DM tipo 3c. En este caso la lesion ocurre por
dafio del tejido exocrino sobre el tejido endocrino, como por ejemplo pancreatitis
(79%), adenocarcinoma de pancreas (8%), hemocromatosis (7%) fibrosis quistica
(4%), o pancreatectomias (2%)17%-171), De igual forma, encontramos diabetes por

tumores endocrinos*’2173) como, por ejemplo:

e Glucagonomas (tumores secretores de glucagon), con una incidencia de 1
caso por 20.000.000 de habitantes. Los sintomas aparecen cuando el tumor
tiene un tamafio de entre 4 a 5 cm y ha hecho metastasis, principalmente a
higado. La clinica se caracteriza por el eritema migratorio necrolitico, una
diabetes leve, lesiones bucales (glositis, queilitis, estomatitis), trombosis

venosa profunda, pérdida de peso y anemia normocitica, normocromica.

e Somatostatinoma (tumores secretores de somatostatina), con una incidencia
de 1 caso por 40.000.000 de habitantes. A pesar de ser un tumor secretor de
somatostatina, este tumor presenta hipersomatostatinemia en menos del
10% de los casos, siendo la clinica tipica la de diabetes, esteatorrea,

colelitiasis, pérdida de peso e hipoclorhidria.

e Acromegalia (tumores secretores de hormona de crecimiento), la hormona
del crecimiento induce gluconeogénesis, glucogenalisis y lipolisis, causando
RI, lo que genera un aumento en la secrecion de insulina que, eventualmente

se deteriora, y se desarrolla DM.

Ademas de lo anterior, también existe DM inducida por farmacos*’? como por

ejemplo glucocorticoides, B-bloqueantes, tiazidas, etc.
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3.2.2 — Resistencia a lainsulina (RI)

Segun ha sido descrito, la RI juega un papel clave en el desarrollo de DM2 y DG,
por lo que es importante comprender los mecanismos responsables de la RI. Se
sabe que la RI es un estado metabodlico en el que los tejidos periféricos no son
capaces de captar la glucosa con niveles fisiolégicos de insulina, desencadenando
una hiperglucemia y una hiperinsulinemia; la causa de este fallo en el metabolismo
de la glucosa todavia no esta claro, pero es sabido que hay algin componente

genético involucrado, pues esto varia segun el individuo.

Uno de los aspectos fisiopatoldgicos mas importantes de la Rl es la incapacidad de
los tejidos periféricos para reconocer la insulina, principalmente el muasculo y el
higado. Es probable que el estrés oxidativo, la inflamacion o la lipodistrofia,
interfieran con la sefalizacidon de la insulina, suprimiendo los sustratos del receptor
de insulina 1y 2 (IRS-1, IRS-2) e inhibiendo, aguas abajo, la ruta PI3K/PKB174-179),
Esto dificultaria la entrada de glucosa, favoreceria la hiperglucemia y estimularia

tanto la lipolisis como una mayor secrecion de insulina.

Ademas, la célula B-pancreatica responde a la Rl con una hiperplasia e hipertrofia
inicial, que genera una respuesta adaptativa caracterizada por un aumento en la
secrecion de insulina y un dafio en el acoplamiento de las sefiales de calcio(180- 181),
Asi, el aumento de la glucemia y de los acidos grasos en sangre incrementan el
dafio en las células B-pancreaticas. Ademas, se ha descrito que la acumulacion de
amilina en el pancreas, principalmente en las células -pancreatica, causa mayor

estrés oxidativo, llevando eventualmente a la apoptosis de la célula®’7-178),

Finalmente, es importante resaltar que, debido a la hiperglucemia, en las células a-
pancreaticas parece haber alteraciones en la via de la proteina diana del complejo
1 de la rapamicina de mamiferos (nMTORC1), causando hiperglucagonemia en

ayunas y un retraso de la supresion del glucagén en estado postprandrial(121,182-183),
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3.3 - Embarazo como modelo de resistencia insulina

Como se ha descrito previamente, durante el embarazo existen una serie de
cambios metabodlicos que pueden crear un estado de RI similar al que ocurre
durante la DM2. Es probable que esto suceda como consecuencia de un aumento
de la concentracidon plasmatica de hormonas placentarias como los estrogenos, la
progesterona, la prolactina (PRL), el cortisol o el lactégeno placentario humano (LP).
Aungue no se ha demostrado un efecto directo de éstas hormonas sobre la
sensibilidad de los receptores a la insulina materna@62 184 |os estrogenos son
capaces de inducir aumento de la masa celular B y de la secrecién de insulina en
modelos murinos(185-189)  mientras que en humanos este aumento celular B esta
descrito sin relacion con la hiperinsulinemia®®. Por otro lado hay estudios que
asocian el efecto de PRL y LP con un aumento de la proliferacion celular 3, asi como
también con un aumento en la secrecion de insulina tanto en islotes murinos como
en humanos%-19) ademas de que en células Ins-1 se ha descrito como la
expresion constitutiva de LP induce proliferacion y aumento de la transcripcion de
los genes de la insulina y el receptor de la glucosa Glut-2(1°6), Sin embargo, Rassie
et al.19) en un meta-andlisis de 2022, cuestionaron el efecto del PL sobre la

glicemia en mujeres embarazadas.

Por su parte, las concentraciones plasmaticas de estradiol (E2), de entre todos los
estrogenos, son las que aumentan de forma mas significativa durante la gestacion.
Esto sugiere que, tanto la disminucion de hasta un 50% de la sensibilidad a la
insulina durante el embarazo®%®8), como la disminucién de IRS-1 y su fosforilacion(198),
podrian estar en relacion con el aumento de los niveles plasmaticos de esta

hormona.

Aunque la mayoria de los estudios realizados sobre los cambios estructurales y
funcionales que sufre el islote pancreético durante el embarazo han sido enfocados

en las células B(199-200) también se ha descrito un aumento en la proliferacion y en
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el area de las células a-pancreaticas@1-202), Sin embargo, actualmente se sabe muy

poco sobre los cambios que sufren las células &-pancreaticas durante la gestacion.

De esta forma, si se toma en cuenta el papel inhibitorio que ejerce la somatostatina
sobre la secrecion de insulina y glucagén, parece logico suponer que el estudio del
comportamiento de las células &-pancreaticas en un entorno de RI, como el que ha
sido descrito en la gestacion, podria ayudar a aclarar las interacciones que existen
dentro del islote pancreético y su plasticidad para responder a distintos estimulos

metabodlicas.
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Il - Justificacion

1 - ;Por qué estudiar las células &-pancreaticas?

1.1 — La diabetes: un problema de salud publica

Han pasado mas de 100 afios desde el descubrimiento de la insulina y, aun asi,
seguimos sin encontrar una cura definitiva para la DM. Todos los estudios que se
han hecho sobre la estructura y funcion del islote pancreatico solo han servido para
darnos cuenta de que la DM es una enfermedad méas complicada de lo que se
pensaba, pues no implica tan solo un trastorno en la produccion y funcionamiento
de la insulina, sino que, al contrario, esta enfermedad es el resultado de una

compleja disfuncion multihormonal.

El islote pancreatico funciona gracias a una interrelacion paracrina compleja que
ocurre entre todos los tipos celulares que lo conforman. Hasta ahora la mayoria de
los trabajos de investigacion se han centrado en el estudio de las células a- y B-
pancredticas, pues estas células son las que se encuentran en mayor proporcion
dentro del islote; siendo escasa la evidencia cientifica disponible en relacién con el

resto de las lineas celulares.

En este sentido, las células &-pancreéaticas son una minoria dentro del islote
pancreatico, pero cumplen un papel importante en la regulacion de la insulina y el
glucagon, ya que secretan el principal inhibidor de estas hormonas, estamos
hablando de la somatostatina. Aunque se desconoce el papel que juegan las células
O-pancreaticas en la fisiopatologia de la DM, recientemente se ha demostrado que

la funcion de las mismas podria estar alterada durante la enfermedad (18 117-118),
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Asi, para poder comprender el papel que juegan las células &-pancreaticas en
situaciones patolégicas como la Rl o la DM, podria ser necesario determinar primero

cOmo se comportan estas células en situaciones fisioldgicas de estrés.

De esta forma queda justificado este proyecto de investigacion, pues el estudio de
los cambios estructurales y funcionales que sufren las células &-pancreaticas
durante situaciones de estrés metabdlico como la gestacién podria ayudarnos a
definir mejor algunos aspectos fisiopatolégicos de la DM2 y la DG. Finalmente, los
resultados de este proyecto podrian sentar las bases para el desarrollo de futuras
investigaciones sobre la enfermedad, como, por ejemplo: la identificacion de nuevas

dianas terapéuticas o el desarrollo de nuevas estrategias farmacolégicas.
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Il - Limitaciones

1 - Limitaciones del proyecto

Durante la realizacion de este trabajo se encontraron las siguientes limitaciones:

Modelo de trabajo: Debido a la imposibilidad de realizar una biopsia de tejido

pancreatico humano, la obtencién de islotes pancreaticos humanos se vio
limitada a la utilizacién de necropsias, lo que impidi6é obtener una cantidad de
muestras mayor. Es por ello que la mayoria de los resultados se obtuvieron
en modelos murinos y solo podemos asumir que los resultados obtenidos son

equiparables a lo que sucederia en los humanos.

Trazado de linaje: Esta técnica es la adecuada segun estandares actuales

para estudiar la transdiferenciacion, sin embargo, es una herramienta
complicada de desarrollar porque se necesitan animales especificos y
dificiles de obtener. Estos ratones tienen que contener el promotor de
somatostatina y un marcador (GFP, tomato, etc). De esta forma, no podemos
hablar de transdiferenciacion per se y solo podemos interpretar los resultados

obtenidos mediante técnicas menos especificas.

Reaccidon en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR):

Al no existir lineas celulares de células &-pancreéticas, las gPCRs se
realizaron con extractos completos de islote pancreaticos, por lo que no se
puede discernir de forma especifica la expresion correspondiente a las

células ©.
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IV — Hipo6tesis y objetivos

1 - Hipo6tesis de trabajo

1.1 — Hipotesis general

Durante la gestacion el pancreas de la madre sufre una serie de adaptaciones para
responder a las demandas metabdlicas propias de dicha situacion fisiologica. Por
ello proponemos que las células &-pancredticas sufren procesos de plasticidad

celular como respuesta a los cambios hormonales propios de la gestacion.

De esta forma, las células & estarian funcionando como una fuente de células

endocrinas que pueden producir otras hormonas en estas condiciones especiales.

1.2 — Hipotesis especifica

1. Las hormonas de la gestacion inducen cambios en el pancreas
endocrino.

2. Las células del islote pueden sufrir procesos de transdiferenciacion
celular como consecuencia de la accion de las hormonas del
embarazo.

3. Las células &-pancreaticas pueden funcionar como un reservorio de
células endocrinas, apagando y encendiendo factores de transcripcion,
para dar lugar a secreciones hormonales requeridas en determinadas

circunstancias metabolicas.
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2 - Objetivos del proyecto

2.1 — Objetivo general

Describir los cambios estructurales y funcionales que sufren las células

del islote pancreatico en modelos experimentales de gestacion.

2.1 — Objetivos especificos

1. Determinar la expresion proteica de insulina, glucagén, somatostatina y

UCNS3 en pancreas de roedores gestantes y controles.

2. Determinar la poblacion de células bihormonales (insulina/somatostatina,
insulina/glucagon, glucagon/somatostatina) en pancreas de roedores

gestantes y controles.

3. Determinar la poblacion de células ©&-pancreaticas que expresan
marcadores nucleares de linaje B (Pdx1, Maf-A) en pancreas de roedores

gestantes y controles.

4. Evaluar el efecto del estradiol y el lactégeno placentario sobre la

expresion proteica de somatostatina en islotes pancreéticos murinos.

5. Determinar la expresion proteica de insulina, glucagon y somatostatina en
islotes pancreaticos murinos y humanos tratados con hormonas de la

gestaciéon y controles.

6. Determinar la poblacion de células bihormonales (insulina/somatostatina,
insulina/glucagon, glucagén/somatostatina) en islotes pancreaticos

murinos y humanos tratados con hormonas de la gestacion y controles.

63 | 162



7. Cuantificar las células d-pancreaticas con marcadores nucleares de linaje
B (somatostatina/Pdx1, somatostatina/Maf-A) en islotes pancreaticos

murinos y humanos tratados con hormonas de la gestacion y controles.

8. Cuantificar la secrecion de somatostatina en islotes pancreaticos murinos
y humanos tratados con hormonas de la gestaciébn y comparar los

resultados obtenidos con respecto a controles.

9. Cuantificar la expresion relativa de genes de célula B y & en islotes
pancreaticos murinos tratados con hormonas de la gestacién y comparar

los resultados obtenidos con respecto a controles.

10.Cuantificar la expresion proteica de UCN3 y dinorfina en islotes
pancreaticos murinos tratados con hormonas de la gestacion y comparar

los resultados obtenidos con respecto a controles.
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V — Materiales y métodos

1 - Diseiio metodoldéqgico

1.1 - Disefo del estudio

Se trata de un estudio preclinico de investigacion bésica, que utiliz6 modelos
experimentales animales y humanos para desarrollar analisis descriptivos in vivo y

ex Vvivo.

2 - Modelos experimentales

2.1 - Aspectos éeticos

En este proyecto se utilizaron muestras biolégicas de origen animal y humano.

Los modelos experimentales animales fueron criados en condiciones de cautiverio
por el Servicio de Investigacion y Bienestar Animal (SIBA) de la Universidad de
Valladolid (UVa), utilizando jaulas ventiladas con un ciclo de luz-oscuridad de 12

horas cada uno y un suministro de agua ad libitum.

El personal responsable de la manipulacion de los animales de experimentacion fue
debidamente formado y acreditado para este fin por la Direccion General de
Agricultura, Ganaderia y Alimentacién, Consejeria de Medio Ambiente, Agricultura

e Interior de la Comunidad de Madrid, Espafia.
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Finalmente, todos los experimentos llevados a cabo con modelos animales fueron
aprobados por el Comité de Etica de Experimentacion y Bienestar Animal de la Uva
y por la consejeria de Agricultura, Ganaderia y Pesca de la junta de Castillay Leon,

con namero de proyecto 8608731.

Por su parte, las muestras biolégicas de origen humano fueron obtenidas a partir de
necropsias en el Hospital de Montpellier, en el laboratorio de terapia celular para
diabetes (LCTD). Este procedimiento se llevé a cabo de acuerdo con el comité de
ética local (Centro de Recursos Bioldgicos, Coleccion IRB 5 'Human Islets of
Langerhans', BiobanK no. BB-0033-00031, CHU, Montpellier), el comité de ética de
la Agence de la Biomédecine francesa (ABM no. PFS 13-008) y del Ministerio de
Investigacion francés (DC-2011-1401 y AC-2017-3039).

La donacién de 6rganos y la extraccion post mortem para trasplantes se llevé a cabo
de acuerdo con los estatutos de la legislacion francesa de bioética y la Agencia

Francesa de Biomedicina.

De esta forma, el primer paso consisti6 en la verificacibn del consentimiento
presunto mediante la consulta del Registro Nacional de Negativas. Asi, se pudo
confirmar que el donante, en vida, no se negaba a la donacién de 6rganos con fines

terapéuticos o de investigacion.

Finalmente, el equipo médico responsable de la extraccion solicitd a los familiares
y allegados del donante la firma de un consentimiento informado sobre el
procedimiento. De esta manera, las muestras solo fueron extraidas del cadaver
después de haberse confirmado la disposicion del fallecido y su entorno familiar a

la extraccion y donacion de 6rganos.
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2.2 - Modelos de gestacion
2.2.1 - Descripcion del material biolégico

En este proyecto de investigacion se extrajeron, procesaron y analizaron muestras

de tejido pancreético de origen murino y humano.

Las muestras biolégicas obtenidas de los modelos murinos procedian de roedores
de 8 semanas de vida. Para los experimentos in vivo se usaron ratonas gestantesy
para los experimentos ex vivo solo se utilizaron roedores macho puesto que estas
muestras iban a ser estimuladas con estrégenos y se tenia que evitar los efectos de
las hormonas del ciclo estral. De esta forma, las caracteristicas basales de los

roedores empleados se describen en el Apéndice: Tabla 1.

Por su parte, las muestras de tejido pancreatico humano fueron extraidas de
donantes no diabéticos que habian muerto por una causa ajena a la estructura o
funcién del pancreas. Las caracteristicas biométricas basicas de los donantes se
describen en el Apéndice: Tabla 2.

2.2.2 — Definicion de los modelos de experimentacion

En este proyecto se utilizaron dos modelos de experimentacion diferentes: un
modelo de gestacion in vivo y un modelo de hormonas gestacionales ex vivo. Ambos
modelos fueron disefiados con el objetivo de evaluar el comportamiento de las
células d-pancreaticas en respuesta a condiciones de estrés fisiolégico como las

gue suceden durante el embarazo.

De esta manera, en el modelo de gestacion se usaron cortes histologicos de tejido
pancreatico procedentes de ratones hembra C57BL/6J. Los ejemplares fueron
divididos en dos grupos, uno experimental y otro control. El grupo experimental

estuvo conformado por hembras prefiadas con 14,5 dias post coitum (dpc)
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hiperinsulinemicas pero normoglucemicas; mientras que el grupo control estuvo
formado por hembras no prefiadas: Las caracteristicas metabodlicas de estas
ratonas es la siguiente: Glucosa prefiadas 126 + 4 mg/dl vs control 125 + 3 mg/dl;
insulina prefiadas 1,219 + 0,337 ng/ml vs control 0,218 + 0,014 ng/ml.

Por su parte, en el modelo de hormonas gestacionales se utilizaron islotes
pancreaticos de origen murino: ratones C57BL/6J y ratas Wistar; ademas de islotes
humanos. Como la cantidad de islotes pancreaticos disponibles en las muestras
bioldgicas procedentes de ratones, ratas y humanos era significativamente diferente,

se tuvieron que usar protocolos de extraccion especificos para cada especie.

Las muestras obtenidas fueron depositadas en un medio de cultivo especifico para
islotes pancreéticos y posteriormente fueron utilizadas para generar un modelo de

tratamiento hormonal con diferentes combinaciones de hormonas gestacionales.

2.3 - Medios de cultivo y de extraccion

Durante la extraccion y manipulacion de los islotes pancreéticos fue necesario
utilizar una serie de medios de extraccion y de cultivo con el objetivo de garantizar
la correcta realizacion de la técnica y la viabilidad del tejido biolégico. De modo que,
las caracteristicas de cada uno de estos medios se describen en el apartado

correspondiente.

2.3.1 - Medios de cultivo

e Medio de islotes sin rojo fenol:

Medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640, sin glucosa, sin rojo fenol,
(Gibco, EE. UU.); Suero fetal bovino (SFB), sin carbén, 10% v/v (Gibco, EE. UU.);
Glucosa 5 mM y Streptomicina/Penicilina 10 pg/ml.
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e Medio de islotes:

RPMI 1640, sin glucosa; SFB 10% v/v; Glucosa 5 mM y Streptomicina/Penicilina 10
pg/ml.

2.3.2 - Medios de extraccion

e Medio de aislamiento pH 7.,4:

NaCl 115 mM; NaHCO3 10 mM; KCI 5 mM; MgClz 1,1 mM; HEPES 25 mM; NaH2POa4
1,2 mM; CaCl22,5 mM; Glucosa 5,5 mM; BSA sin acidos grasos (Sigma-Aldrich, EE.
UuU.) 1% m/v en H20 Mili-Q.

e Medio de Hanks:

Medio Hanks (Gibco, EE. UU.) y NaHCO34 mM.

e Medio de Hanks - SFB:

Medio Hanks y SFB 10% v/v.

2.4 — Protocolos de extraccion

2.4.1 - Protocolo de extracciéon para modelo gestacional

Tras cruzar hembras y machos se confirmé la fecundacion por la presencia del
tapdn vaginal a primera hora de la mafiana, a partir de aqui se esperaron 14 dias
para el sacrificio. Las ratonas fueron sacrificadas para la extraccion del pancreas y

posterior procesamiento de este para la obtencion de bloques de parafina.
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2.4.2 - Protocolo de extraccion para modelo hormonal

2.4.2.1- Extraccion de islotes pancreaticos en ratas

Las ratas fueron sacrificadas usando inhalacion de isoflurano. Seguidamente, se
realizo un corte en la linea media del abdomen, se realiz6 una diseccién por planos
y se localiz6 el pancreas. Posteriormente se realizé una ligadura del colédoco y se
perfundié a través del ducto pancreatico 10 ml de solucion de colagenasa (Roche,
EE. UU.) al 0,017% m/v con el objetivo de preparar la digestién del pancreas. Acto
seguido, se seccionaron las conexiones anatdbmicas, se extrajeron los pancreas de
todas las ratas y se depositaron en tubos de 50 ml. De esta forma, cada uno de los
tubos fue incubado en un bafio térmico a 37°C durante 17 minutos con el fin de

activar la accion digestiva de la colagenasa.

Posteriormente, los tubos fueron depositados en hielo para detener la reaccion
digestiva. Entonces, se vertid solucion Hanks-SFB hasta completar 15 ml, a
continuacion, se agitaron los tubos con un vortex y finalmente se centrifugaron a
temperatura ambiente, durante 2 minutos y a 200 xG. Una vez acabado, se desecho
el sobrenadante y se repitié este paso dos veces mas. Tras completar los tres ciclos
de centrifugado, se desecharon los sobrenadantes, se volvié a verter solucién
Hanks-SFB hasta llegar a los 10 ml, se us6 de nuevo el agitador vortex y se filtro el
tejido pancreatico con ayuda de un colador. De esta forma, el tejido pancreatico
recuperado fue introducido en nuevos tubos y estos fueron centrifugados a 200 xG,
a temperatura ambiente durante 2 minutos. Tras desechar de nuevo los
sobrenadantes, se afiadié 10 ml de Histopaque® 10771 (Sigma-Aldrich, EE. UU.) y

se resuspendieron los sedimentos usando vortex.

Posteriormente, se afladieron 10 ml de solucion Hanks 1X de forma lenta y continua,
generando un gradiente de densidades. Entonces, se centrifugd a 1.580 xG y 10°C
durante 20 minutos y sin freno, para no romper el gradiente. Una vez cumplido el

tiempo, se retiraron los islotes de la interfase entre el Histopaque® y el medio Hanks
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con una pipeta y se depositaron en nuevos tubos, a los que se les afiadio solucion
Hanks 1X hasta completar 30 mly se centrifug6 a 200 xG, a temperatura ambiente,
durante 2 minutos. Posteriormente se lavaron 3 veces con Hanks 1X, con el fin de
extraer los restos de Histopaque® que pudiesen quedar en los islotes. Tras realizar
los lavados, se desecharon los sobrenadantes con pipeta y se afiadieron 10 ml de
medio para islotes a 37°C. Entonces, se resuspendieron los islotes y se pasaron a
placas de Petri sin tratar para cultivo, para evitar adherencias, de 90x15 mm, que
posteriormente fueron incubadas a 37°C durante 2 horas para que se recuperasen
del estrés sufrido. Cumplido el tiempo, se pasaron los islotes a medio de islotes sin
rojo fenol y se dejaron las placas en el incubador durante 24 horas, quedando de

esta manera listas para ser utilizadas al siguiente dia (Figura 9).
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Figura 9: Protocolo de extraccion de islotes de rata. Esta composicion de imagenes muestra de
forma simplificada los pasos que fueron necesario realizar con el fin de extraer los islotes
pancreéticos de ratas. Los asteriscos indican aquellos pasos que deben ser repetidos varias veces.
Las imagenes fueron creadas por medio de Servier Medical Art,
https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/.
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2.4.2.2- Extraccion de islotes pancreaticos en ratones

La extraccion comenzo con el sacrificio de los ratones, usando para ello inhalacion
de isoflurano. Seguidamente, se realiz6 un corte en la linea media del abdomen, se
realizd una diseccién por planos y se localizé el pancreas. Posteriormente se realizo
una ligadura del colédoco y se perfundid a través del ducto pancreatico 3 ml de
solucién colagenasa (Sigma-Aldrich Aldrich, EE. UU.) al 0,07% m/v con el fin de
preparar la digestion del pancreas. Acto seguido, se seccionaron las conexiones
anatomicas, se extrajeron los pancreas de todos los ratones y se depositd en tubos
de 50 ml. De esta forma, cada uno de los tubos fue incubado en un bafio térmico a
37°C durante 15 minutos con el fin de activar la accion digestiva de la colagenasa.

Posteriormente, los tubos fueron agitados con vortex hasta que el tejido pancreatico
quedo disgregado por completo. Entonces, las muestras se mezclaron con medio
de aislamiento hasta completar 25 ml de soluciéon y se enfriaron con hielo para
detener la reaccion. A continuacion, se vertio el sobrenadante en una placa de Petri
sin tratar y se extrajeron los islotes pancreaticos con ayuda de una micropipeta, una
lupa y un microscopio. Por su parte, el sedimento remanente de los tubos fue
mezclado con un medio de aislamiento 1X hasta completar de nuevo 25 ml de
solucion. De modo que, el vertido de sobrenadante en las placas y la posterior
adiciéon del medio de aislamiento al sedimento fue un proceso que se realizé un total

de cuatro veces.

Asi pues, los islotes pancreéticos extraidos fueron incubados a 37°C durante 2
horas con el fin de aliviar el estrés sufrido por los mismos durante la extraccion.
Finalmente, los islotes se pasaron a un medio sin rojo fenol y se incubaron durante

24 horas a 37°C antes de ser utilizados (Figura 10).
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Figura 10: Protocolo de extraccién de islotes de ratén. Esta composicion de imagenes muestra
de forma simplificada los pasos que fueron necesario realizar con el fin de extraer los islotes
pancreaticos de ratones. Las imagenes fueron creadas por medio de Servier Medical Art,
https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/.

2.4.2.3- Extraccion de islotes pancreéaticos en humanos

Los islotes pancreaticos de origen humano fueron extraidos a partir de necropsias.
Segun ha sido descrito en el apartado de modelos experimentales, los aislamientos
fueron realizados por el equipo de trabajo del LTCD siguiendo un protocolo de
extraccion especifico del centro y de acuerdo con la legislacién vigente. Para mas

informacion, consultar la pagina web: https://www.chu-montpellier.fr.

Una vez que los islotes pancreaticos fueron adquiridos por nuestro laboratorio, estos
fueron depositados en medio de islotes y se dejaron en el incubador durante un total
de 24 horas. Posteriormente, los islotes fueron trasladados al medio sin rojo fenol
durante 2 horas. Finalmente, cumplido este tiempo, las muestras quedaron listas

para ser utilizadas (Figura 11).
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Figura 11: Islotes pancreaticos vistos por microscopio 6ptico 10X. (A) Islotes pancreaticos
murinos, (B) Islotes pancreaticos humanos. La diferencia de color es debido a la intensidad de luz
del microscopio.

2.5 - Generacion de modelo hormonal

2.5.1 - Prueba con hormonas gestacionales

Se separaron los islotes en placas sin tratar, de 35 x 10 mm, y se hicieron cuatro

grupos de experimentacién: Grupo _control, medio de islotes sin rojo fenol con

DMSO 10°% v/v (Sigma-Aldrich, EE. UU.); Grupo tratado con lactégeno placentario
(LP), 2 uM (Prospec, EE. UU.) diluido en medio sin rojo fenol en DMSO 10-°% v/v;
Grupo tratado con estradiol (E2), 17B-estradiol 10 nM (Sigma-Aldrich, EE. UU.)
resuspendido en DMSO al 10-°% v/v; Grupo tratado con E2 y LP: LP 2 uM diluido en

disolucion E2 10 nM. Una vez que el tratamiento fue aplicado, las placas se dejaron
en el incubador a 37°C durante 24 horas.
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3 -Técnicas de estudio

3.1 - Histologia e inmunofluorescencia
3.1.1 - Fijacion

Cumplido el protocolo de extraccion de los islotes pancreaticos, se realizé la fijacion

de los mismos de acuerdo con el procedimiento que se sefiala a continuacion:

Se depositaron las muestras en tubos de 1,7 mly se centrifugaron a 100 xG durante
2 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se descart6 el sobrenadante y
el PBS, y se repitié la centrifugacion a 100 xG durante 2 minutos a temperatura
ambiente. Luego, se descartd nuevamente el sobrenadante y se afiadié 1 ml de
formalina al 10%, se dejé incubando durante 2 horas y después se realiz6 otra
centrifugacion a 100 xG durante 2 minutos a temperatura ambiente; se descart6 la
formalina y se afiadi6 PBS. Se repiti6 nuevamente la centrifugacion a 100 xG
durante 2 minutos, se descarto el sobrenadante y se afiadio PBS. Finalmente, se

almacenaron los tubos a 4°C.

3.1.2 - Bloques de HistoGel™

Cumplido el protocolo de fijaciébn de los islotes pancreaticos, se prepararon los

bloques de HistoGel™ de acuerdo con el siguiente procedimiento (Figura 12):

Se afiadieron 20 pl de AffiGEL®, (Bio-Rad™, EE. UU) a la suspension de islotes y
se mezclaron con los mismos (este paso es necesario para la posterior identificacién
de la localizacion de los islotes); Se afiadieron 300 pl de HistoGel™, (Lab Stroage
System®, EE. UU.) y se centrifugaron a 850 xG, durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se enfriaron a 4°C durante 1 hora para inducir
solidificacion del HistoGel™. Se cortaron los extremos del cono de gel para facilitar
la manipulacién y se almacenaron los islotes contenidos en HistoGel™ dentro de

PBS hasta el procesamiento para los bloques de parafina.
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Figura 12: Procesamiento de los Islotes pancreaticos. (A)Tubo con islotes pancreaticos
fijados en formalina al 10%. La sombra naranja que aparece dentro del tubo es un artefacto
creado por el reflejo de un objeto cercano de ese color. (B) Tubo con los islotes pancreaticos
embebidos en el bloque de HistoGel™. en presencia de las bolitas azules de AffiGEL™
utilizadas para detectar los islotes.

3.1.3 - Bloques de parafina

Unavez que los islotes pancreaticos fueron embebidos dentro del gel, se prepararon

los bloques de parafina de acuerdo con el siguiente procedimiento:

Los conos de HistoGel™ que contenian los islotes se deshidrataron aplicando
primero concentraciones crecientes de alcoholes (70%-100%) y posteriormente
xileno 100% durante 20 minutos cada uno, repitiendo este procedimiento un total de

dos veces, se incluyeron en parafina de medio punto de fusion y se dejaron enfriar.

Pagina 77] 162



3.1.4 - Cortes histolégicos

Los bloques fueron conservados a temperatura ambiente hasta que llego el
momento de cortarlos. Los cortes fueron realizados con microtomo a un grosor de

5 um y fueron almacenados a temperatura ambiente hasta su utilizacion.

3.1.5 - Inmunofluorescencia

Los pancreas se deshidrataron con xileno al 100% durante 15 minutos y
posteriormente con etanol 100% durante 10 minutos. El resto de los alcoholes con
concentraciones decrecientes (95%-70%) se usaron durante 10 minutos para los
pancreas y durante 3 minutos para los islotes murinos y humanos. Para las
diferentes tinciones se usaron diversos desenmascaramientos y soluciones de
bloqueo (Apéndice: Tablas 3-5), segun fuera conveniente. Finalmente, la lista de
anticuerpos y diluciones usadas para la inmunofluorescencia se describen en el

Apéndice: Tabla 6.

3.1.6 - Microscopia

Se utilizé microscopio de epifluorescencia Nikon 90I con filtros para longitudes de
onda de 594 nm, 488 nm y 470 nm, correspondientes a los colores rojo, verde y azul

respectivamente. Se observaron los tejidos a 20x y 40x.

Se utilizé microscopio confocal LEICA SP5X con filtros para longitudes de ondas
respectivas para los colores rojo, verde, azul (ultravioleta) y rojo lejano (647 nm). Se

observaron los tejidos a 40X.

78 | 162



3.1.7 - Andlisis de imagen

Se utilizé el software NIS-elements (Laboratory Imaging s.r.o, CZ) para fotografiar
los islotes pancreéaticos tefiidos. Para la cuantificacion de area, el nimero de células
e intensidad, se utilizo el software ImageJ (NIH, EE. UU.) y se analizé cada hormona
tefiida con respecto al total de células en el islote. A su vez, también se analizé la
presencia de células bihormonales (se consideré positivo los nacleos que tuvieran
un citoplasma rodeandolo con mas de dos colores) con respecto al total de células
del islote y el total de células de la poblacién celular estudiada (a--0). La intensidad
se normaliz6 por el total de intensidades de los controles. Por otro lado, la
colocalizacion de somatostatina con FTs se cuantificé tomando como positivo las
células de somatostatina con nucleos PDX1+ o Maf-A+ en los diferentes modelos

usados.

3.2 - Secreciones y ELISA

3.2.1 - Medios de secrecion

e Medio KRB pH 7,4:

NaCl 139 mM; KCI 3,5 mM; MgS0O47H20 0,49 mM; NaH2PO4 0,049 mM; NaHCO3
1,99 mM; HEPES 4,99 mM; CaCl22,59 mM en H20 MiliQ.

Para los medios de baja y alta glucosa, se usaron las concentraciones de 1 mM y

20 mM de glucosa respectivamente, ademas se afiadir BSA 0,1%.
3.2.2 - Protocolo de secrecidon de somatostatina
Tras el tratamiento hormonal, los islotes se prepararon para la realizacion del

ensayo de ELISA de la siguiente manera:
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Se transfirieron los islotes a insertos para cultivos y se incubaron a 37°C en el medio
de tratamiento correspondiente para que se adaptaran. Luego, se descart6 el medio
y se preincubaron durante 1 hora a 37°C afiadiendo 600 pl de medio KREBS-Ringer
(KRB) con 1 mM de glucosa en cada inserto. Tras esto, se descarto el sobrenadante
y se afiadio nuevamente 600 ul de medio KRB con 1 mM de glucosa en cada inserto,
incubandose a 37°C durante 1 hora y se recogio el sobrenadante. El procedimiento
se repiti6 con medio KRB a 20 mM de glucosa en cada inserto, incubandose
nuevamente a 37°C durante 1 hora y el sobrenadante se recogié segun la condicion

y se almaceno a -80°C.

3.2.2 - Ensayo ELISA

La determinacion de los niveles hormonales de somatostatina se realiz6 mediante
un ensayo ELISA (Phoenix pharmaceutics, DE) de tipo competitivo. Para la
realizacion de este ELISA se usa el fundamento de competitividad, en el que el
antigeno de estudio compite con un antigeno marcado con biotina (biotinilado) para
unirse al anticuerpo primario. La union de los inmunocomplejos formados por el
antigeno marcado y el anticuerpo primario seran los que, al unirse al anticuerpo
secundario, crearan la reaccion colorimétrica, de modo que, en una muestra con
gran cantidad de antigeno de estudio, la reaccién colorimétrica sera menor (Figura
13). En este tipo de ELISA la placa esta recubierta previamente con el anticuerpo

secundario y los sitios de unién no especificos estan bloqueados.
Se siguiod el protocolo indicado por el fabricante, el cual se detalla a continuacién:

Se agreg0 un péptido estandar suministrado por el kit, con concentraciones
conocidas, para establecer la curva patron. Luego, se depositaron las muestras de
control, E2 y controles positivos en los pocillos designados de la placa. A
continuacion, se afiadié el anticuerpo primario y el antigeno biotinilado en cada uno

de los pocillos. La placa se agitd durante 2 horas a 300 revoluciones por minuto
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(rpm) a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavé con tampon de lavado cuatro
veces consecutivas, se afadio la peroxidasa de rabano picante en cada pocillo y se
agito la placa a 300 rpm durante 1 hora. Después, se realizé otro lavado con tampén
de lavado cuatro veces seguidas y se afadi6 el sustrato de la enzima, 3,3'-5,5'-
tetrametilbencidina (TMB), durante 1 hora a 300 rpm, protegido de la luz. Finalmente,

se afiadio HCI 2N para detener la reaccion y se realizo la lectura de la placa.

Para la lectura del ELISA se empled el lector de placas Versamax® (Bionova
Cientifica S.L., ES) con una longitud de onda de 450 nm para determinar la
absorbancia de cada muestra. Los resultados se normalizaron segun el nUmero de

islotes por condicion.

Muestra control Muestra de estudio

\

\/ \/
. Antigeno de interés . Péptido biotinilado }HAnticuerpo secundario || Anticuerpo primario & Peroxidasa

Figura 13: ELISA competitivo. A mayor cantidad de antigeno en la muestra de estudio, menor
cantidad de inmunocomplejos “péptido biotinilado / anticuerpo primario”. De esta forma, la cantidad
de inmunocomplejos “péptido biotinilado / anticuerpo primario” disponibles para unirse al anticuerpo
secundario sera menor, y por tanto, la reaccion colorimétrica sera también menor. La imagen fue
creada utilizando Servier Medical Art, https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/.
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3.3 - ADN complementario (ADNc) y gPCR

3.3.1 - Procesamiento de las muestras

Se realizaron tratamientos de 4 horas en islotes pancreaticos de ratén y 24 horas
en islotes pancreaticos de rata y raton; cumplido el tiempo correspondiente, los

islotes se procesaron de acuerdo con el protocolo que se sefala a continuacion:

Se centrifugaron a 100 xG, a 4°C durante 2 minutos, se descart6 del sobrenadante,
y se afiadio 150 ml de tampdn RLT frio (RNeasy micro kit®, Qiagen, DE). Las

muestras se almacenaron a -80°C hasta su uso.

3.3.2 - Extraccion de ARN

El ARN de los islotes se extrajo usando el RNeasy micro kit ®; el cual permite la
purificacion de la muestra a través de columnas de centrifugado, estas columnas

poseen membranas de silice que permitiran al ARN unirse ibnicamente a ellas.
El protocolo usado fue el indicado por el fabricante, el cual se detalla a continuacion:

Se descongelaron las muestras y se lisaron con la ayuda de un vértex.
Posteriormente, se afiadio etanol al 70% al lisado y se homogeniz6. Las muestras
se traspasaron a columnas de centrifugado y se centrifugaron a 9.500 xG durante
30 segundos. Se descartdé el sobrenadante y se mezclé con tampon RW1,
(suministrado por el kit), para luego centrifugar nuevamente a 9.500 xG durante 30
segundos. A continuacion, se realizé un tratamiento para eliminar DNAsas. Se
mezclé con tampon RPE (también suministrado por el kit), y se centrifug6 a 9.500xG
durante 30 segundos y se descart6 el sobrenadante. Luego, se afadié etanol al
80% y se centrifugd a 9.500 xG durante 2 minutos, descartando nuevamente el
sobrenadante. Se centrifugaron las columnas abiertas a 15.900 xG durante 5
minutos y se eluy6 el ARN con agua libre de RNAsas. Finalmente, se centrifugé a

15.900 xG durante 1 minuto, obteniendo aproximadamente 100 ng de ARN.
82 | 162
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Figura 14. Esquema del procedimiento de extraccién de ARN. La imagen fue creada utilizando
Servier Medical Art, https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/.

3.3.3 - Sintesis del ADNc

Tras culminar el proceso de extraccion del ARN, comenzo el proceso de sintesis del
ADNCc, utilizando para ello el iScript™ cDNA synthesis kit (Bio-Rad™,EE. UU.)
segun indicaciones del fabricante. Los niveles de ARNm del gen de interés se
determinaron mediante qPCR con ensayos TagMan™ o SYBR™ Green en un
sistema LightCycler® 480. Las qPCR se realizaron en cantidades iguales de ADNc
por duplicado, triplicado o cuadruplicado, utilizando la Maxima Probe gPCR Master
Mix (Thermo Scientific™, EE. UU.) para los ensayos TagMan™ y Maxima SYBR™
Green gPCR Master Mix (Thermo Scientific™, EE. UU.) para los ensayos SYBR™
Green. Ademas de los genes estudiados, se cuantificaron los niveles de la proteina
ribosomal L18 (Rpl18) como control interno, ya que su expresion no se ve alterada
por las condiciones experimentales. La cuantificacion relativa de los genes se
realizd6 mediante el uso de la técnica 22T que permite calcular las variaciones del
gen a estudiar con respecto a Rpl18. Los ensayos TagMan™ vy primers usados se

describen en el Apéndice: Tablas 7y 8.
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3.4 - Proteinas y Western blot

La técnica del western blot permite cuantificar la cantidad de proteinas especificas
en una muestra. El primer paso consiste en la realizacion de una electroforesis en
gel con el objetivo de separar las proteinas segun su peso, posteriormente se
transfieren las proteinas a la superficie de una membrana y finalmente son

incubadas con anticuerpos especificos para su deteccion.

3.4.1 - Tampones y disoluciones

Para la realizacion del Western blot se usaron los siguientes tampones y

disoluciones.

e Tampodn de lisado celular:

Tris HCL pH 6,8 125 mM; SDS 2% (m/v); DTT 1mM en H20 miliQ.

e Tampdn de carga (LSB) 4X:

Tris-HCL pH 6,8 60 mM; Glicerol 10% (v/v); SDS 2% (v/v); Azul de bromofenol (BPB)
0,01% (v/v); B-mercaptoetanol 5% (v/v) en H20 miliQ.

e Disolucion de bloqueo 5%:

5% de leche desnatada en PBS 0,1% Tween 20.

3.4.2 - Procesamiento de muestras

Tras el tratamiento hormonal, los islotes pancreaticos fueron recogidos y lavados

segun el siguiente protocolo:
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Los islotes se centrifugaron a 100 xG a 4°C durante 2 minutos. Luego, se descarto
el sobrenadante y se afiadio 1 ml de PBS 1X (repitiendo este paso dos veces mas).
Tras desechar el sobrenadante, se afadi6 30 pl de tampon de lisado y se
homogenizo utilizando un sonicador ultrasonico (Bioblock Scientific, Vibra-Cell™,
EE. UU.). Posteriormente, se cuantificaron las proteinas utilizando el Micro BCA™
kit (Thermo-Fisher, EE. UU.), siguiendo las indicaciones del fabricante. Finalmente,
se mezcld con 10 pl de LSB 4X y se hirvié a 100°C en un termobloque durante 5

minutos.

3.4.3 - Electroforesis, transferencia y revelado

Se cargaron 20 ug de proteina en geles de 15% de poliacrilamida, posteriormente
se transfirieron a membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF, Immobilon-P,
Millipore™, EE. UU.) durante 3 horas a 100 voltios y 4°C. Al dia siguiente las
membranas fueron bloqueadas con disolucion de bloqueo 5% (m/v) durante 1 hora
y posteriormente se incubaron los anticuerpos respectivos (Apéndice: Tabla 9) en
solucion de bloqueo 0,5% (m/v) durante 1 hora. Una vez terminado, las membranas
se lavaron 3 veces con PBS 1X + Tween 0,2% (PBST) durante 10 minutos y se
incubaron los anticuerpos secundarios correspondientes diluidos en disolucién de
bloqueo 0,5% (m/v) durante 30 minutos; al finalizar, las membranas se volvieron a
lavar (como en el paso anterior). Las proteinas se detectaron mediante
luminiscencia (Clarity Western ECL Substrate, Bio-Rad™, EE. UU.) y exposicion a
una pelicula de rayos X. Ademas de las proteinas estudiadas, se utilizé la
cuantificacion de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) como control
interno de carga. Las peliculas reveladas se escanearon a 600 pixeles por pulgada
con HP Scanjet G4010 (Hewlett-Packard, ES) usando el software HP Photosmart
Premier 6,5. Para analizar la intensidad de cada banda por separado se uso el
software ImageJ y se normalizé con GAPDH. Los datos se presentaron en unidades

arbitrarias.

85 | 162



4 — Andlisis estadistico

4.1 - Método de analisis estadistico

Se utilizo el programa Microsoft Excel como base de datos y el programa Graphpad
Prism 8 para la realizacion de gréficos y pruebas estadisticas. Para estudiar las
distribuciones poblacionales se usé la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Los datos
se expresaron con la media = y el error estandar de la media (SEM). Se uso la
prueba T de Student (paramétrica) o Mann-Whitney (no paramétrica) para comparar
dos muestras; el One way Anova para la comparacion de mas de dos muestras y el
Two Way Anova se usO para comparar las diferencias entre las condiciones de
glucosa durante las secreciones hormonales. Se consideré6 como significancia

estadistica una P <0,05.
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VI — Resultados

1 - Adaptaciones de las células del islote pancreatico

durante la gestacion

1.1. — Histomorfometria del islote pancreético

1.1.1 — Distribucion de las células hormonales dentro del islote

pancreatico en ratonas prefiadas

Con el objetivo de estudiar las adaptaciones de la poblacién &-pancreatica y su
relacion con el resto de las células del islote pancreético durante la gestacién, lo
primero que hicimos fue identificar las poblaciones de células B, a y & mediante
tincion de las hormonas insulina, glucagén y somatostatina (Figura 15A-B),
respectivamente, para asi poder describir la distribucion de cada poblacién celular
correspondiente. Se encontré un aumento de la insulina (~15% para el nUmero de
células y ~25% para el area) (Figura 15C-D). Sin embargo, para nuestra sorpresa
encontramos que la somatostatina disminuia significativamente (~20% para el
namero de células y 40% para el area) (Figura 15E-F); de igual forma se encontr6
qgue el glucagoén disminuia significativamente (~15% para el nimero de células y
~26% para el area) (Figura 15G-H). Estos resultados nos hacen pensar que,
durante la gestacion, el islote sufre una redistribucion celular adaptativa para
enfrentar el estrés metabdlico caracteristico de esta etapa y en respuesta a las

hormonas propias de este estado fisiolégico.
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Figura 15. Inmunofluorescencia del islote pancreatico en ratonas prefiadas. (A) Foto
representativa de un islote pancreatico aislado de una ratona no prefiada. (B) Foto representativa de
un islote pancreatico aislado de una ratona prefiada. Barra de escala= 30 um (C) Porcentaje del
numero de células y (D) area de insulina+ con respecto al total del islote. (E) Porcentaje del nimero
de células y (F) area de somatostatina+ con respecto al total del islote. (G) Porcentaje del nimero
de células y (H) area de glucagdn+ con respecto al total del islote. Los datos estan expresados como
la media £+ SEM. N=5 ratones por condicién. *p<0,05 vs control por t-Student.
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1.1.2 - Presenciade células bihormonales en los islotes de ratonas

prefiadas

Ya que los resultados anteriores demostraban disminucion del area y numero de
células d-pancreaticas, nos preguntamos cual podria ser la razén de tal suceso. Es
por ello que, nos planteamos si algun proceso de desdiferenciacion o plasticidad
celular podria estar ocurriendo; de este modo, decidimos cuantificar las células que
presentaban doble tincion hormonal, en todas las combinaciones posibles
(insulina+/somatostatina+, glucagon+/somatostatina+, insulina+/glucagén+),
(Figura 16A-C). Al calcular la cantidad de células bihormonales
glucagén+/somatostatina+ e insulina+/glucagén+ con respecto al total del islote, no
se hall6 significancia estadistica frente al grupo control, sin embargo, se encontré
una tendencia de aumento en las células insulina+/somatostatina+ (~150%) (Figura
16D). El siguiente paso fue estudiar estos valores con respecto las poblaciones a-,
B- o &-pancreética. Se encontré un aumento significativo de células expresando
tanto insulina como somatostatina con respecto a la poblacién &-pancreatica de
aproximadamente un 180% respecto al control. Por otro lado, al cuantificar estas
células insulina+/somatostatina+ con respecto a la poblacién B-pancreatica, no
encontramos diferencias (Figura 16G y 16J). Con respecto al resto de
combinaciones, no encontramos diferencias destacables, a excepcién de una
tendencia no significativa de aumento en las células doble positivas
glucagdén+/somatostatina+ con respecto a la poblacion de células &-pancreética de
un 40%, (Figura 16H). Estos resultados sugieren que, durante la gestacién, ocurren
cambios en el islote, induciendo a las células &-pancreaticas a producir otras

hormonas.
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Figura 16. Presencia de células bihormonales en islotes de ratonas prefiadas. (A) Imagen
representativa de células doble positivas para Ins+Sst+, (B) Foto representativa de células doble
positivas para Gcg+Sst+, (C) Foto representativa de células doble positivas para Ins+Gcg+. La flecha
indica la célula que expresa doble tincién. (D-F) Porcentaje de células doble positivas con respecto
al total de células del islote. (G-L) Porcentaje de células doble positivas con respecto a las
poblaciones (/d/a. Los datos estan expresados como la media + SEM. N=5 ratones por condicion.
*p<0,05 vs control por t-Student.

1.1.3-El estradiol (E2) induce cambios en lacomposicion del islote
pancreatico.

Al ver los resultados obtenidos, nos planteamos que los estrogenos podrian ser los
causantes de tales sucesos; ya que, durante la gestacion, estas hormonas
aumentan hasta 10 veces. De entre los estrogenos, E2 es el que aumenta en mayor
cantidad; sin embargo, no podemos olvidar que también aumentan los niveles de
LP. De este modo, para determinar la relaciéon causa-efecto del E2 y/o el LP, se
aislaron islotes pancreaticos de ratas y fueron incubados con E2 10 nM, PL 2 uM, y

E2> + LP durante 24 horas, seguido de un analisis histomorfométrico de las células
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delta-pancreéticas (Figura 17A-D). El grupo tratado con E:2 presentd una
disminucion significativa tanto del numero de células &-pancreéticas (37%), como
del area de somatostatina (30%) con respecto al control y al grupo tratado con LP.
De igual forma, el tratamiento combinado también presenté disminucion tanto de
area (40%) como en el numero de células &-pancreaticas (40%), sin embargo, al
comparar el grupo tratado con E2y el grupo tratado con la mezcla de hormonas, no
hubo diferencias significativas (Figura 17E-F). Estos resultados nos indican que es
el E2, y no LP, el causante de los cambios observados en la poblacién o-
pancreaticas en el modelo de ratones prefiadas. Asi pues, a partir de aqui todos los
experimentos siguientes se realizaron solo con el tratamiento de E2 10 nM durante
24 horas.

*
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: 10+
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: Control E, LP E,+LP
C F *
= |
. Control E, LP E,+LP

Figura 17. Islotes pancreéticos de rata tratados hormonalmente. Imagenes representativas islotes
pancreaticos tratados y no tratados con estrégenos. (A)Control. (B) Ez. (C) LP. (D)E2+LP. Escala=
30 um (E). Porcentaje del numero de células y (F) area de células somatostatina+ tras los diferentes
tratamientos durante 24 horas. Los datos estan expresados como la media + SEM. N=4 ratas por
condicién. *p<0,05 vs control por ANOVA.
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1.1.4 - Distribucion de las células hormonales dentro del islote tras

el tratamiento con E;

1.1.4.1 — Islotes de rata

Una vez observado que el E2 desencadenaba cambios en las células 6-pancreaticas,
quisimos estudiar el resto de poblaciones celulares del islote pancreatico (a, B) para
determinar si E2 era un agente causal en el fenotipo observado en dichas
poblaciones celulares en el modelo animal de gestacion (Figura 18A-B). Al
cuantificar las células B-pancreéticas, observamos el aumento tanto del nUmero de
células (20%) y una tendencia de aumentar el &rea total de la hormona (25%) en el
grupo tratado con E2 (Figura 18C-D); una disminucion del numero de células 6-
pancreaticas (15%) y de su area (20%) tras el tratamiento con E2 (Figura 18E-F), y,
por ultimo, al estudiar las células a-pancreéticas, encontramos la disminucion
esperada en cuanto al niumero de células (20%) y el area hormonal (~30%) (Figura
18G-H).

1.1.4.2 — Islotes Humanos

Lo siguiente que hicimos fue tratar islotes pancreaticos de 3 donantes diferentes
con E2, para confirmar que los resultados obtenidos en modelos murinos podian
extrapolarse al ser humano. De este modo, lo primero que observamos fue la gran
cantidad de necrosis que presentaban los islotes, presentando un mejor estado
aguellos que recibieron el tratamiento con E2; no obstante, debido a que solo
pudimos tefir las muestras de solo 3 donantes, la cantidad de islotes conseguidos

no fue suficiente para encontrar diferencias significativas.

Debido a que las muestras de tejido provenian de donantes muy diferentes entre si,
el estudio de la distribucion celular se hizo analizando cada donante por separado.
Encontramos que el donante Hm97, después del tratamiento estrogénico, presento

un fenotipo similar a lo encontrado en nuestros modelos previos: un aumento del
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numero de células B (25%) y una disminucién tanto del numero de célula & (50%)
como a (20%). Sin embargo, la donante Hm98 no presenté cambios en ninguna de
las poblaciones celulares estudiadas y el donante Hm102, aunque presento
disminucion de las células a (30%), no presento diferencias con respecto al numero
de células 3 y aumento de células 6 (20%) (Figura 19).

Los resultados obtenidos en los islotes tratados, tanto en ratas como en humanos,
podrian sugerir que los efectos obtenidos con el E2 no son dependientes de especie
ya que fueron reproducibles en ambos modelos de estudio, sin embargo, puede que
el sexo y la edad influya en dichos efectos.
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Figura 18. Inmunofluorescencia de islotes pancreaticos de ratas tratados y no tratados con
estrégenos. (A)Foto representativa de un islote control. (B) Foto representativa de un islote tratado
con E». Escala= 30um. (C) Porcentaje del numero de células y (D) area de células insulina+ tras el
tratamiento durante 24 horas. (E) Porcentaje del nimero de células y (F) area de células
somatostatina+ tras el tratamiento durante 24 horas. (G) Porcentaje del nimero de células y (H) area
de células glucagon+ tras el tratamiento durante 24 horas. Los datos estan expresados como la
media £+ SEM. N=3 ratas por condicion. *p<0,05 vs control segun la prueba T de Student.
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Figura 19. Inmunofluorescencia de islotes pancreéaticos de humanos tratados y no tratados
con estrégenos. (A)Foto representativa de un islote control. (B) Foto representativa de un islote
tratado con E> de Hm97. (C) Foto representativa de un islote tratado con E; de Hm98. (D) Foto
representativa de un islote tratado con E; de Hm102. Escala= 30um. (E-G) Porcentaje del nimero
de células B-, 6- y a-pancreaticas del donante Hm97 tras el tratamiento durante 24 horas. (H-J)
Porcentaje del nimero de células (-, 6- y a-pancreaticas del donante Hm98 tras el tratamiento
durante 24 horas. (K-M) Porcentaje del nimero de células 8-, -y a-pancreéticas del donante Hm102
tras el tratamiento durante 24 horas. Los datos estan expresados como la media + SEM. N=3
donantes por condicion. *p<0,05 vs control segln la prueba T de Student.
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1.1.5-E>causa un aumento en las células bihormonales del islote
pancreatico

1.1.5.1 —Islotes de rata

Una vez demostrado que el tratamiento con E2 causa las mismas alteraciones, en
el numero y area de las células a, B y , que en el modelo de gestacion,-quisimos
estudiar si dichas adaptaciones eran debido a un aumento en el nimero de células

bihormonales.

Al cuantificar las células bihormonales insulina+/somatostatina+,
glucagon+/somatostatina+ e insulina+/glucagén+ en relacion al total de células del
islote, no encontramos diferencias, sugiriendo una discrepancia con lo observado
en el modelo de gestacién (Figura 20). Al pasar a las cuantificaciones de las
poblaciones celulares, a pesar de no haber significancias estadisticas debido al
namero de islotes estudiados, nos parece importante destacar que encontramos un
aumento no significativo del doble de células insulina+/somatostatina+ con respecto

a células d-pancreaticas.

El resto de células bihormonales no presentaron diferencias, a excepcion de las
células insulina+/glucagén+ que parecian disminuir. Asi pues, podemos concluir
que, en ratas, las células o-pancreaticas en presencia de E2, adquieren

caracteristicas que les permiten producir insulina.
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Figura 20. Presencia de células bihormonales en islotes de rata tratados y no tratados con
estrégenos. (A) Foto representativa de células doble positivas para Ins+Sst+, (B) Foto
representativa de células doble positivas para Gecg+Sst+, (C) Foto representativa de células doble
positivas para Ins+Gcg+. La flecha indica la célula que expresa doble tincion. Barra de escala: 10
um. (D-F) Porcentaje de células doble positivas con respecto al total de células del islote. (G-L)
Porcentaje de células doble positivas con respecto a las poblaciones [(/dla. Los datos estan
expresados como la media + SEM. N=4 ratas por condicion. *p<0,05 vs control por t-Student.

1.1.5.2 — Islotes Humanos

Ya que los resultados en el modelo de tratamiento hormonal de rata coincidia con
los resultados encontrados en el modelo de gestacion (en cuanto a células
bihormonales insulina+/somatostatina+), quisimos confirmar si los islotes humanos
se comportaban de igual manera que en los modelos anteriores. Al analizar las
muestras de los tres donantes, encontramos un aumento no significativo de células
bihormonales en las tres poblaciones estudiadas tras el tratamiento con E2, sin
embargo hay que destacar que Hm97 no presentd células
glucagon+/somatostatina+ ni en el grupo control ni en el tratado (Figura 21) y Hm98

no presentoé células insulina+/glucagon+ en el grupo control (Figura 22), pero si en
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el grupo tratado con E2. Hm102 presentd células bihormonales tanto en el grupo
control como en el tratado (Figura 23). Estos resultados nos demuestran la gran
variabilidad que existe entre los donantes estudiados y nos plantea que en humanos
el tratamiento con E2 puede inducir procesos de plasticidad celular en células 3, ay
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Figura 21. Presencia de células bihormonales en islotes del donante Hm97. (A) Foto
representativa de células doble positivas para Ins+Sst+. (B) Foto representativa de células doble
positivas para Ins+Gcg+. La flecha indica la célula que expresa doble tincion. Barra de escala: 10
pum. (C-D) Porcentaje de células doble positivas con respecto al total de células del islote. (E-H)
Porcentaje de células doble positivas con respecto a las poblaciones (/6la
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Figura 22. Presencia de células bihormonales en islotes de la donante Hm98. (A) Foto
representativa de células doble positivas para Ins+Sst+.(B) Foto representativa de células doble
positivas para Geg+Sst+. (C) Foto representativa de células doble positivas para Ins+Gcg+. La flecha
indica la célula que expresa doble tincién. Barra de escala: 10 pm. (D-F) Porcentaje de células doble
positivas con respecto al total de células del islote. (G-L) Porcentaje de células doble positivas con
respecto a las poblaciones (/d/a.
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Figura 23. Presencia de células bihormonales en islotes del donante Hm102. (A) Foto
representativa de células doble positivas para Ins+Sst+. (B) Foto representativa de células doble
positivas para Gcg+Sst+. (C) Foto representativa de células doble positivas para Ins+Gcg+. La flecha
indica la célula que expresa doble tincidn. Barra de escala: 10 um. (D-F) Porcentaje de células doble
positivas con respecto al total de células del islote. (G-L) Porcentaje de células doble positivas con
respecto a las poblaciones (/6/a.
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1.1.6 — Expresién de factores de transcripcion

1.1.6.1 — Las células &-pancreaticas expresan factores de transcripcion

de linaje B en un modelo murino de gestacion

Se sabe que los FTs son importantes para determinar la identidad celular, y, por
ende, el tipo de hormona que cada célula secretara en el islote pancreético.
Analizando los resultados obtenidos previamente, nos llama la atencion que, en los
tres modelos, las células d-pancreaticas disminuian y las células B-pancreéticas
aumentaban. Dado que ambas células comparten un ancestro coman (Figura 5),
nos planteamos la posibilidad de que las células &-pancreaticas estuviesen
sufriendo algun proceso celular de remodelado o de plasticidad en el cual las células
0 estuviesen actuando como células B-pancreaticas. Es por eso que decidimos

estudiar FTs importantes para el linaje 8.

Con objeto de identificar posibles células & expresando marcadores de linaje B, se
realizaron tinciones para el factor transcripcional PDX1 en los islotes de las ratonas
prefiadas (Figura 24A-D). Al cuantificar el PDX1 total encontramos un aumento
significativo en las ratonas prefiadas (15%) (Figura 24E); que, para nuestra
sorpresa, coincidia con un aumento de células 8/PDX1+ con respecto al total de
células d-pancreaticas (100%) (Figura 24F), aunque al compararla con respecto al
total del islote, el aumento no llegaba a la significancia estadistica (100%). (Figura
24G). Durante la cuantificacion de estas células, encontramos que de forma basal
existian células & que expresaban PDX1 y células & que no. De modo que, para
confirmar si el aumento observado de células 8/PDX1+ era correcto, pensamos que
aguellas células que no presentaba el FT, debian de disminuir en el grupo tratado;

lo que, en efecto, encontramos de forma significativa (20%) (Figura 24H).
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Figura 24. Expresion de PDX1 en islotes de ratonas prefiadas. (A) Foto representativa de un
islote pancreético aislado de una ratona no prefiada. (B) Foto representativa de un islote pancreatico
aislado de una ratona prefada. (C) Imagen representativa de células doble positivas para
PDX1+/Sst+ (D) Imagen representativa de células positivas para Sst+. Escala= 30 ym. La flecha
indica la célula que expresa doble tincion. (E) Porcentaje total de PDX1 con respecto al total del
islote. (F) Porcentaje de células doble positivas PDX1+/Sst+ con respecto a la poblacion & (G)
Porcentaje de células doble positivas PDX1+/Sst+ con respecto al total del islote (H) Porcentaje de
células PDX1-/Sst+ con respecto al total del islote. Los datos estan expresados + SEM. N=5 ratones
por condicién. p<0,05 vs control por t-Student.

Una vez descrita la distribucion de PDX1 en las células B y & de nuestro modelo de
gestacion, estudiamos la expresion de Maf-A, porque es un FT de linaje B mas
especifico que PDX1, debido a que este ultimo puede aparecer, aunque en menor
cantidad en célula & (Figura 25A-D). Al igual que en el caso anterior, o primero
que hicimos fue estudiar la cantidad de Maf-A total expresado en las ratonas
prefladas, encontrando un aumento significativo (15%) (Figura 25E), seguidamente
cuantificamos la cantidad de células &/Maf-A+ en este modelo, encontrando
tendencias de aumento casi significativas con respecto al total de células 6-
pancreaticas (100%) (Figura 25F) y al total del islote (130%) (Figura 25G). De igual
forma que con PDX1, encontramos que de forma basal existian una minima porcion

de células 6 que expresaban Maf-A de forma basal, de modo que cuantificamos la
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disminucién de aquellas células 8/Maf-A- y aunque encontramos una tendencia a

disminuir, no fue significativa (10%) (Figura 25H).
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Figura 25. Expresién de Maf-A en islotes de ratonas prefiadas. (A) Foto representativa de un
islote pancreético aislado de una ratona no prefiada. (B) Foto representativa de un islote pancreatico
aislado de una ratona prefiada. (C) Imagen representativa de células doble positivas para Maf-
A+/Sst+ (D) Imagen representativa de células positivas para Sst+. Escala= 30 um. La flecha indica
la célula que expresa doble tincién. (E) Porcentaje total de Maf-A con respecto al total del islote. (F)
Porcentaje de células doble positivas Maf-A+/Sst+ con respecto a la poblacién é (G) Porcentaje de
células doble positivas Maf-A+/Sst+ con respecto al total del islote (H) Porcentaje de células Maf-A-
/Sst+ con respecto al total del islote. Los datos estan expresados + SEM. N=5 ratones por condicion.
p<0,05 vs control por t-Student.

PDX1 es un FT importante para la correcta formacion del pancreas que, una vez el
organo madura, se expresara de forma mayoritaria en las células B-pancreaticas.
Por otro lado, MAf-A es necesaria para la correcta transcripciéon del gen de la
insulina. De modo que, considerando los resultados obtenidos, se puede
hipotetizar que las células &-pancreaticas estan sufriendo procesos en los que
parecen adquirir caracteristicas propias de células 3, probablemente desarrollando
caracteristicas propias de este tipo celular, para hacer frente al estrés metabdlico

de la gestacion.
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1.1.6.2 — El E> es el responsable de que las células &-pancreaticas

expresen FTs de linaje

Una vez establecida la presencia de células 8-PDX1+ y 6-Maf-A+ en los islotes de

ratonas prefiadas, quisimos estudiar los modelos de estudio ex vivo.

1.1.6.2.1 — Islotes de rata

Cuando estudiamos los islotes de rata (Figura 26A-D), a diferencia de lo visto en
las ratonas prefiadas, no conseguimos diferencias significativas en cuanto al PDX1
total en el grupo tratado con Ez (Figura 26E); no obstante, al cuantificar las células
0-PDX1+, encontramos un aumento significativo tanto si se calculaba con respecto
al total de células d-pancreaticas (190%) como si era el total del islote (120%) en el
grupo tratado (Figura 26F-G). Al cuantificar el numero de células 6-PDX1-,
encontramos que, en el grupo tratado, ocurria una disminucion significativa de un
25% (Figura 26H).

Con respecto a la expresion de Maf-A (Figura 27A-D), encontramos un aumento,
casi significativo, de este TF en el grupo tratado (10%) (Figura 27E). En cuanto a
las células &-Maf-A+, encontramos aumentos significativos con respecto a la
poblacién &-pancreaticas (300%) y al total del islote (200%) (Figura 27F-G); y una
disminucion del 30% de células 6-Maf-A- (Figura 27H).
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Figura 26. Expresién de PDX1 en islotes de ratas tratados y no tratados con estrégenos.
(A)Foto representativa de un islote control. (B) Foto representativa de un islote tratado con E». Barra
de escala= 30 um (C) Imagen representativa de células doble positivas para PDX1+/Sst+ (D) Imagen
representativa de células positivas para Sst+. Barra de escala= 10 um. La flecha indica la célula que
expresa doble tincién. (E) Porcentaje total de PDX1 con respecto al total del islote tras el tratamiento
durante 24 horas. (F) Porcentaje de células doble positivas PDX1+/Sst+ con respecto a la poblacién
0 tras el tratamiento durante 24 horas (G) Porcentaje de células doble positivas PDX1+/Sst+ con
respecto al total del islote tras el tratamiento durante 24 horas (H) Porcentaje de células PDX1-/Sst+
con respecto al total del islote tras el tratamiento durante 24 horas. Los datos estan expresados *
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Figura 27. Expresién de Maf-A en islotes de ratas tratados y no tratados con estrégenos.
(A)Foto representativa de un islote control. (B) Foto representativa de un islote tratado con E,. Barra
de escala= 30 um (C) Imagen representativa de células doble positivas para MAf-A+/Sst+ (D) Imagen
representativa de células positivas para Sst+. Barra de escala= 10 um. La flecha indica la célula que
expresa doble tincion. (E) Porcentaje total de MAf-A con respecto al total del islote tras el tratamiento
durante 24 horas. (F) Porcentaje de células doble positivas MAf-A+/Sst+ con respecto a la poblacion
0 tras el tratamiento durante 24 horas (G) Porcentaje de células doble positivas Maf-A+/Sst+ con
respecto al total del islote tras el tratamiento durante 24 horas (H) Porcentaje de células MAf-A-/Sst+
con respecto al total del islote tras el tratamiento durante 24 horas. Los datos estan expresados +
SEM. N= 4 ratas por condicion. p<0,05 vs control por t-Student.
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1.1.6.2.2 — Islotes Humanos

Para estudiar el paralelismo con las células humanas, procedimos a estudiar la
presencia de las células &8/PDX1+ y Maf-A+ en los islotes humanos. Debido a
problemas en la técnica de inmunofluorescencia, la donante Hm98 fue descartada
de los siguientes estudios, de tal modo que los resultados de los donantes HM97 y
Hm102 se explicaran de forma separada (Figuras 28-29). En cuanto a PDX1, el
donante Hm97 no presentd cambios con respecto al PDX1 total después del
tratamiento con E2; sin embargo, al cuantificar las células bihormonales,
encontramos un aumento de células 6-PDX1+ con respecto a la poblacion & (100%)
y total del islote (50%). Al estudiar las células 8-PDX1- encontramos una tendencia
de disminucién del 10%. Para Hm102 encontramos que PDX1 total aumentaba un
40% después del tratamiento con E2, las células 6-PDX1+ con respecto a la
poblacién & aumentaban un 75% y al total del islote un 80%. Al estudiar las células

0-PDX1- encontramos una tendencia de disminuciéon del 6%.

En cuanto a Maf-A, el donante Hm97 presentd un aumento del 23% del Maf-A total
después del tratamiento con Ez2; un aumento del 80% de células &-Maf-A+ con
respecto a la poblacion & y de un 70% con respecto al total del islote. Al estudiar las
células d6-Maf-A- encontramos una disminucion del 20%. Para Hm102 encontramos
que Maf-A total aumentaba un 30% después del tratamiento con Ez, las células 6-
Maf-A+ con respecto a la poblacion & aumentaban un 320% vy al total del islote un

180%. Al estudiar las células 6-PDX1- encontramos una disminucion del 15%.

Nuestros resultados indican que, en los modelos de rata y humanos, concuerdan
con los resultados obtenidos previamente; por lo que podemos concluir que los
estrogenos son capaces de inducir la aparicibn de células ©&-pancreéticas
bihormonales, independientemente de la especie. Ademas, estos efectos parecen
estar implicados en la activacion de procesos de plasticidad celular como respuesta

a las hormonas del embarazo para intentar compensar los cambios metabdlicos.
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Figura 28. Expresion de PDX1 en islotes de humanos tratados y no tratados con estrégenos.
(A) Foto representativa de un islote pancreatico aislado del donante HM97 sin E,. (B) Foto
representativa de un islote pancreético aislado del donante HM97 con E; durante 24 horas (C)
Imagen representativa de células doble positivas para PDX1+/Sst+ (D) Imagen representativa de
células positivas para Sst+. Escala= 30 um. La flecha indica la célula que expresa doble tincion. (E-
F) Porcentaje total de PDX1 con respecto al total del islote en tras el tratamiento con E» durante 24
horas. (G-H) Porcentaje de células doble positivas PDX1+/Sst+ con respecto a la poblacion o tras el
tratamiento con E, durante 24 horas (I-J) Porcentaje de células doble positivas PDX1+/Sst+ con
respecto al total del islote tras el tratamiento con E» durante 24 horas (J-K) Porcentaje de células
PDX1-/Sst+ con respecto al total del islote tras el tratamiento con E; durante 24 horas
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Figura 29. Expresiéon de Maf-A en islotes pancreaticos de humanos tratados y no tratados con
estrogenos. (A)Foto representativa de un islote control. (B) Foto representativa de un islote tratado
con E,. (C) Imagen representativa de células doble positivas para MAf-A+/Sst+ (D) Imagen
representativa de células positivas para Sst+. Escala= 30 um. La flecha indica la célula que expresa
doble tincién. (E-F) Porcentaje total de Maf-A con respecto al total del islote en tras el tratamiento
con E; durante 24 horas. (G-H) Porcentaje de células doble positivas Maf-A+/Sst+ con respecto a la
poblacion o tras el tratamiento con E, durante 24 horas (I-J) Porcentaje de células doble positivas
Maf-A+/Sst+ con respecto al total del islote tras el tratamiento con E, durante 24 horas (J-K)
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1.2. — Cambios en la funcidon de las células d-pancreaticas

tras el tratamiento con E>

Como se ha explicado en el apartado 1.2.2.3 sobre el pancreas endocrino, una de
las principales funciones de las células &-pancreéaticas es la secrecion de la
somatostatina, de modo que, las observaciones realizadas de que el numero de
células ©®-pancreaticas en los islotes sometidos al tratamiento estrogénico,
disminuia; sumado a células & positivas para FTs de linaje B, nos llevd a
preguntarnos si la funcionalidad celular estaria alterada también. Por ello, se realiz6
un ensayo de secrecion de somatostatina en islotes de rata (Figura 30), en el que
se confirmo el aumento de secrecion hormonal de somatostatina tras la estimulacion
con altas concentraciones de glucosa en el grupo control y un impedimento en dicha
secrecion durante la estimulacion en los islotes tratados con E2 (Figura 30A-B).
También se realiz6 la cuantificacion del contenido intracelular de dichas secreciones,
normalizado segun la cantidad de proteina, pero a pesar de que existia una
tendencia de aumento, no encontramos diferencias  significativas.
Subsecuentemente se realizé el mismo ensayo en islotes humanos, encontrando,
nuevamente, secrecion de somatostatina ante la estimulacion con alta glucosa en
el grupo control y un impedimento significativo de la secrecion con alta glucosa en

los islotes tratados con Ez (Figura 30C-D).

Estos resultados sugieren que el Ez también genera una alteracion funcional en las
células o&-pancreaticas, porque las células no son capaces de responder

adecuadamente a los altos niveles de glucosa ex vivo.

109 | 162



Rata Humano

A C *
©
o
£ 10 * £ *
® = 40
< a 1mM % 1 a0 1mMm
% = = 20mM S = 20 mM
< =
§2 Es
"2 g ®5
@ .2 o 2
= TS
c o c o
5& 5& 1w |l|
S S
2 | [ : B
g 0 . : g 0 . T
] Control E> 2} Control E,
B D
o ©
£ c
'ﬁ 5 ‘E 6—
3 =
[73 w
ST 4 F= Ry 4
T D T o 7
E5 EC *
s & 3 G
°0 * o0
oz 2 T T
c c 0
. .
2= ow 0
: = 3
2 e
g 0 T g -2 T 1
w Control E; « Control E;

Figura 30. Secrecion de somatostatina en islotes tratados con estrégenos. Islotes pancreéticos
humanos y murinos fueron preincubados con E; a una concentracién de 10 nM durante 24 horas.
Seguidamente, se cuantificé la secrecién de somatostatina baja glucosa (1 mM) y alta (20 mM), y se
normaliz6 segln el nimero de islotes, segln lo descrito en la seccion 3.2.1.2 de Materiales y
Métodos. (A) Secrecidn de somatostatina en baja y alta glucosa en islotes de rata (N= 3) (B) Fold
change de la secreciéon de somatostatina en islotes de ratas (C) Secrecion de somatostatina en baja
y alta glucosa en islotes humanos (N= 2). (D) Fold change de la secrecién de somatostatina en islotes
de humanos. Los datos estan expresados como la media + SEM *p<0,05 vs control por ANOVA
(paneles Ay C) o T de student (paneles B y D).

1.3. — Adaptaciones de la expresion génica de marcadores

B y & tras el tratamiento con E:

Debido a que la secrecién de somatostatina se encontraba disminuida en los
modelos in vitro, y sabiendo que los estrégenos parecen aumentar el gen de la
insulina®®®, nos cuestionamos si estos estarian actuando de alguna forma sobre el
gen de la somatostatina; es por ello que se trataron islotes de raton y de rata con E>
10 nM durante 4 y 24 horas, se obtuvo el ARNm y se realizaron ensayos de gPCR.
(Figura 31). Lo primero que hicimos fue ver el comportamiento del gen de la

somatostatina tras el tratamiento con E2 y nos llamoé la atencion que, de forma
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tiempo dependiente, el E2 aumento en 100% la expresion del gen de somatostatina
(4 horas), mientras que a las 24 horas este efecto se perdié (Figura 31A-C).
Siguiendo con los genes de las células &-pancreaticas, decidimos estudiar Hhexya
que se ha descrito que es un activador directo del gen de la somatostatina®” %), El
tratamiento con E2 durante 4 horas, aumento en 80% dicho gen y se mantuvo
durante 24 horas de tratamiento, tanto en ratones (30%) como en ratas (30%),
aungque en menor medida (Figura 31D-F).
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Figura 31. Expresion génica de marcadores de célula & tras el tratamiento con estrégenos.
ARNmM de Islotes pancreaticos de ratones y ratas macho de 2-3 meses tras el tratamiento con E,.
(A-C) Sst. (D-F) Hhex. Los datos estan expresados como la media +SEM. N=2-7 x triplicado por
condicién. * p<0,05 vs. Control segun la prueba T de Student.
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Lo siguiente que estudiamos fueron los genes de la célula B, empezando con los
dos genes de insulina (Insl e Ins2) que se expresan en roedores. El tratamiento con
E2, durante 4 horas, aument6 en 400% la expresion del gen Insl. Este efecto no se
observo a las 24 horas de tratamiento, tanto en islotes aislados de rata como de
raton, (Figura 32A-C). En cuanto a Ins2, el E2 durante 4 horas aumento de forma
no significativa la expresion del gen (200%); este efecto se perdi6 tras 24 horas de

tratamiento tanto en islotes aislados de ratones como en ratas (Figura 32D-F).
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Figura 32. Expresiéon génica de marcadores de célula B tras el tratamiento con E>. ARNm de
Islotes pancreéticos de ratones y ratas macho de 2-3 meses tras el tratamiento con E,. (A-C) Ins1.
(D-F) Ins2. Los datos estadn expresados como la media +SEM. N=3-7 x triplicado por genotipo y
condicidn. * p<0,05 vs. Control segun la prueba T de Student.
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Posteriormente estudiamos los FTs de célula B, donde Pdx1 no presenté cambios
en ninguno de los tiempos de tratamiento con E2, ni en los modelos murinos usados
(Figura 33A-C). Por ultimo, estudiamos Maf-A, y al igual que en casos anteriores,
su comportamiento era tiempo dependiente. El tratamiento con E2 durante 4 horas
causo un aumento en 180%, el cual se perdié después de 24 horas de tratamiento
tanto en islotes aislados de ratones (30%,) como de ratas (20%) (Figura 33D-F).
Estos resultados demuestran que los cambios observados hasta ahora en las
diferentes poblaciones celulares del islote pancreatico, tras el tratamiento con Ez,
son resultado de cambios a nivel transcriptdmico que suceden a partir de las 4 horas,
y los cuales se pierden tras las 24 horas de tratamiento probablemente por

mecanismos de adaptacion.
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Figura 33. Expresién génica de marcadores de FTs de célula B tras el tratamiento con E:.
ARNmM de Islotes pancreaticos de ratones y ratas macho de 2-3 meses tras el tratamiento con E. (A-
C) Pdx1l. (D-F) Maf-A. Los datos estan expresados como la media £SEM. N=2-7 x triplicado por
genotipo y condicidn. * p<0,05 vs. Control segun la prueba T de Student.
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1.4. — Adaptaciones en los agonistas de la secrecion de
somatostatina durante la gestacion.

1.4.1 — Urocortina 3 (UCN3)

En la busqueda por encontrar mecanismos moleculares que subyacen al defecto
secretor de somatostatina en los islotes tratados con E2 y debido a que nuestros
resultados demostraban que dicho tratamiento durante 24 horas disminuia la
secrecion de somatostatina en islotes murinos y humanos (Figura 30) pero, que
tras 4 horas de tratamiento, aumentaba la expresion de los genes de somatostatina
y de Hhex (Figura 31), decidimos identificar otros mecanismos de regulacion que
explicaran el fallo de la secrecion. Elegimos como posible diana a UCN3; ya que,
como se explico en el apartado 1.2.2.3 de pancreas endocrino, es importante para
la correcta secrecion de somatostatina. Por lo que nos preguntamos si el tratamiento
con E2 estaba ejerciendo algun efecto sobre la expresion de UCNS3, pudiendo ser la

causante de las alteraciones encontradas en la secrecién de somatostatina.

Por ello, detectamos la expresion de UCN3 e insulina mediante una co-tincion con
anticuerpos contra ambas hormonas, en los pancreas de las ratonas prefiadas. Se
cuantifico la intensidad de fluorescencia como medida de la expresion de dichas
proteinas (Figura 34A-D); de este modo, encontramos una disminucion significativa
de la intensidad de UCN3 en el grupo de prefiadas (20%) (Figura 34E) y ningun
cambio en la intensidad de la insulina (Figura 34F), esto sugiere una disminucién

de la cantidad de UCN3 en las vesiculas de secrecion.

Una vez establecido lo que ocurria en el modelo de estudio in vivo, pasamos al
modelo ex vivo. Debido a problemas de reconocimiento antigénico por parte del
anticuerpo en otra especie que no fuera raton, y a que no hay otros anticuerpos anti-
UCN3 comerciales de buena calidad, decidimos realizar los estudios solo con islotes
de raton, los cuales fueron tratados con E2 10 nM durante 24 horas para analizar la
cantidad de UCN3 mediante western blot. Al cuantificar los resultados, encontramos

que, al igual que los resultados del modelo in vivo de gestacion, en los islotes
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murinos existia una disminucion significativa de 20% de UCNS tras el tratamiento
estrogénico (Figura 34G-H). Visto lo anterior, nos preguntamos si el efecto del Ez
podria estar ocurriendo no solo a nivel proteico sino también a nivel transcripcional;
por lo que, se trataron los islotes con E2 durante 4 y 24 horas, se obtuvo su ARNm
y se realizaron ensayos de qPCR para estudiar las variaciones del gen de UCNS. A
diferencia de los genes anteriormente estudiados, cuyo comportamiento variaba
segun el tiempo de tratamiento, la expresion del gen Ucn3 disminuy6 50% (4 horas)
y 20% (24 horas) debido al tratamiento con E2 (Figura 34l-J). Estos resultados
sugieren gue los estrégenos inhiben la expresién de UCN3 a nivel transcripcional y

esto deriva en una disminucion de la proteina.
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Figura 34. Cuantificacion de UCNS en Islotes pancreatico. (A-B) oto representativa de un islote
pancreatico aislado de una ratona no prefiada. (C-D) Foto representativa de un islote pancreatico
aislado de una ratona prefiada. Escala= 30 um. (E-F) Cuantificaciéon de la intensidad de fluorescencia
de UCNS3 e insulina, normalizada segun los controles. N=3-4 ratones por condicion. (G-H) Foto
representativa y cuantificacion de un western blot para UCN3 en islotes de ratén tratados o no con
E>, normalizado segln valores de GAPDH. N=7 ratones por condicion. Expresion relativa del gen de
UCNS3 en islotes de raton después de (1) 4 horas y (J) 24 horas de tratamiento con E;. N=2-4 ratones
por condicién (por triplicado y cuatriplicado). Los datos de cada experimento estan expresados *
SEM. p<0,05 vs control por t-Student,
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1.4.2 — Dinorfina

La dinorfina es un opioide que mayoritariamente se encuentra en el sistema
nervioso central y que regula las vias sensoriales del dolor, estrés y adiccion,
aunque también puede mediar la retroalimentacion negativa sobre las neuronas
productoras de hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) para inhibir la
liberacion de hormona luteinizante (LH)®?%3-298) Blandino et al. determinaron la
existencia de dinorfina en las células B-pancreéaticas(”™ y describieron que este
opioide desencadenaba una inhibicién indirecta sobre la secrecién de insulina,
mediante la estimulacion de la secrecién de somatostatina(’®; comportamiento muy
parecido al de UCNS3. Por tal motivo, y recordando que la expresion de UCNS3 esta
disminuida en nuestros modelos experimentales en respuesta a estrégenos,
quisimos estudiar el comportamiento de dinorfina en nuestros modelos. Debido a la
poca disponibilidad comercial de anticuerpos anti-dinorfina, los resultados obtenidos
durante esta tesis se hicieron en base a la pro-proteina (proencefalina B), la cual,
una vez procesada resulta en dos formas bioactivas: dinorfina A y dinorfina B. Se
estudié la expresion de proencefalina B en islotes de ratonas prefiadas mediante
inmunofluorescencia (Figura 35A-B) y cuantificacion de la misma, encontrandose
una disminucién de la intensidad no significativa (~10%) que coincidia con una
disminucién del numero de células proencefalina B+ con respecto al total del islote
(~15%) (Figura 35C-D). Cuando pasamos al modelo ex vivo de islotes de raton
tratados con Ez durante 24 horas, y deteccion mediante western blot, confirmamos
una disminucion de proencefalina B en el grupo tratado con E2 (40%) (Figura 35E-
F). A continuacion, comprobamos el comportamiento del gen de dinorfina a
diferentes tiempos tras el tratamiento con E2, de modo que, tras el tratamiento de 4
horas, encontramos una disminucion significativa del 50% (Figura 35G). Estos
resultados, junto a los resultados obtenidos con la UCN3, nos hacen pensar que el
déficit de secrecion de somatostatina es debido a un efecto del E2 sobre la
maquinaria transcriptémica de las células B, donde se pierde la expresion de

algunos de los agonistas de la secrecion.
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Figura 35. Cuantificacién de proencefalina B en islotes pancreético. (A) Foto representativa de
un islote pancredtico aislado de una ratona no prefiada. (B) Foto representativa de un islote
pancreatico aislado de una ratona prefiada. Escala= 30 um. (C) Cuantificacién de la intensidad de
fluorescencia de proencefalina B, normalizada segun los controles. (D) Porcentaje del nUmero de
células Proencefalina B+ con respecto al total del islote. N=5 ratones por condicién. (E-F) Foto
representativa y cuantificacion de un western blot para proencefalina B en islotes de ratén tratados
0 no con E; 24 horas, normalizado segun valores de GAPDH. N= 4 ratones por condicién. (G)
Expresion relativa del gen de proencefalina B en islotes de raton después de 4 horas de tratamiento
con E2. N=2-4 ratones por condicion (por triplicado y cuatriplicado). Los datos de cada experimento
estan expresados + SEM. p<0,05 vs control por t-Student,
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VIl = Discusion

1 — Adaptaciones morfolégicas del pancreas endocrino

durante la gestacion

1.1. — Plasticidad de las células d-pancreaticas

1.1.2 — Modelo de gestacion

La gestacidon es un estado metabdlico de estrés fisioldgico en el que aumenta la
produccioén y secrecion de hormonas como los estrogenos o el lactdgeno placentario,
con el propa@sito de preparar al cuerpo materno y llevar a término al nuevo individuo.
De entre las adaptaciones que ocurren durante esta etapa, nos parece importante
resaltar la aparicion de Rl debido a cambios en el metabolismo glucidico: aumento
de la secrecién de insulina en roedores y humanos; y aumento del tamafio de los
islotes pancreaticos y aumento de la masa B y a pancreaticas en roedores(92-19),
Todos estos cambios son necesarios para asegurar el flujo de nutrientes hacia el

feto, sin embargo, una alteracion en este equilibrio puede desencadenar una DG.

Los mecanismos implicados en las adaptaciones del pancreas endocrino durante la
gestacion siguen estudiandose, centrandose mayoritariamente en las células By a

pancreaticas.

Las células d-pancreaticas secretan somatostatina, principal hormona inhibidora de
la secrecion de insulina y glucagoén, sin embargo, no hay suficientes estudios sobre
el papel que juegan estas células durante el embarazo, es por ello que, con esta
tesis intentamos dilucidar las adaptaciones que sufren las mismas durante la

gestacion.
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Nuestras observaciones en un modelo in vivo de gestacion resaltan la capacidad
adaptativa del pancreas endocrino en respuesta a cambios en el microambiente
hormonal. De esta manera, nuestros resultados van en concordancia con lo descrito
en la literatura sobre el aumento de las células f como posible respuesta adaptativa
ante la disminucion de células 5©? y con lo descrito en la literatura sobre el aumento
de las células PB(185189.199-200) dyrante la gestacion, sin embargo, se opone a lo
encontrado por Quesada-Candela et al.?°1) y Sharma et al.(188) quienes encontraron
un aumento de la poblacién a en esta etapa, a diferencia de nuestros resultados
gue apuntan a una disminucion; esta discrepancia puede ser debido a diferencias
en los tiempos de gestacidon de los modelos usados, puesto que en dichos estudios
se usaron ratonas prefiadas de 18,5 dpc, mientras que nosotros usamos ratonas

con una gestacion mas temprana (14,5 dpc).

Por otro lado, nuestros hallazgos difieren de lo encontrado por Gallego et al.*1% que
describieron una disminucién de células  y un aumento de células & en ratas Wistar
de 18 dpc con DG, estos resultados podrian explicarse debido a la presencia de
DG; sin embargo, podemos observar que, en este modelo de gestacion, al igual que
lo que sugieren nuestros datos, existe una regulacién entre las células B y 6. Otra
diferencia con su modelo y el nuestro es la especie (rata vs ratén) y el tiempo de
gestacion.

La presencia de células bihormonales insulina+/somatostatina+ en nuestro modelo
nos hace hipotetizar que dicha regulacion B/ depende de las necesidades
metabdlicas del organismo. Estos resultados concuerdan con lo visto por Yoneda et
al.112) y Cinti et al.13 quienes encontraron en pacientes con DM2 un aumento de

dichas células bihormonales.

La transdiferenciacion celular es un proceso que ha sido estudiado previamente en
el islote pancreatico, y se ha encontrado que ante situaciones de estrés metabdlico
las células B y a son capaces de activar este proceso®?°49)_ Aunqgue en las células

0 este mecanismo se ha logrado estudiar solo mediante la sobreexpresiéon o la
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ablacion de FTs®9-92.99-101) ‘nosotros hemos observado un aumento de células que
expresan factores de transcripcion especificos de célula 3 (6/PDX1+ y &/Maf-A+) en
nuestro modelo in vivo; aunque para confirmar que estos resultados implican un
proceso de transdiferenciacion necesitariamos llevar a cabo un trazado de linaje in
vivo, nuestros datos muestran que las células &-pancreéticas estan sufriendo
procesos de plasticidad celular que les permite adquirir un fenotipo B para

sobrellevar los cambios metabdlicos de la gestacion.

1.1.2 — Modelo de tratamiento hormonal

Durante la gestacion existe una alteracion en la secrecion de hormonas maternas y
muchas de las cuales que antes eran sintetizadas por los 6rganos maternos, pasan

a ser sintetizadas por la placenta(199.209-211),

Los estrogenos representan una de las hormonas mas importantes durante esta
etapa; en el primer trimestre de embarazo son sintetizados por los ovarios maternos,
pero al entrar al segundo trimestre, con el desarrollo definitivo de la placenta, su

produccion pasa a depender de ésta.

Dentro de la familia de los estrdgenos encontramos tres integrantes: la estrona (E1),
el estradiol (E2) y el estriol (Es), los cuales aumentan significativamente durante la
gestacion, de entre ellos, el Ez es el que aumenta en mayor proporcion (normal: 0,1-
0,4 ng/ml, término: 6-30 ng-ml) y se le atribuyen varios de los cambios ocurridos
durante esta etapa®’19) destacando los cambios del metabolismo glucidico:

aumento de la masa B funcional, hiperinsulinemia, aumento del gen de la insulina78-
183,187, 199)

No obstante, los estrégenos no son las Unicas hormonas que se producen en la
placenta, tal es el caso del LP una hormona peptidica que aumenta sus
concentraciones progresivamente hasta llegar a ser la hormona placentaria

mayoritaria al final del embarazo (inicio: 3,5ug/ml; término:25 pg/ml). De entre sus
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funciones resaltamos la influencia en el metabolismo de la glucosa, ya que actia
como una hormona antagoénica a la insulina, activando la lipolisis y protedlisis,
ademas de inducir resistencia a la insulina por hiperinsulinemia. El objeto de los
efectos de LP seria aumentar la cantidad de nutrientes en sangre para ser

transportados a la circulacion fetal(194-196.200),

De modo que, usando un modelo ex vivo de rata, observamos como Ez,y no LP,
parece ser responsable, de los cambios en la composicion del islote pancreatico.
Nuestros hallazgos van en concordancia con lo descrito en otros estudios sobre la

capacidad de E> de aumentar la masa (183 185 187),

Nuestro estudio es el primero en demostrar que el tratamiento con E2 es capaz de
inducir cambios en la célula d-pancreatica e inducir un posible fenotipo B en estas

células a través de la expresion de FTs especificos.

Ademas, nos parece importante destacar que, aunque Ez induce cambios sobre la
célula 8, no encontramos un aumento en la cuantificacion de PDX1 y Maf-A total del
islote pancreatico en el modelo ex vivo, esto difiere del modelo in vivo muy
probablemente debido a la interaccién de otras hormonas en circulacién que podrian
estar potenciando o inhibiendo el efecto de E2, mientras que en el modelo ex vivo

estamos limitando el comportamiento celular solo al estimulo hiperestrogénico.

Para comprobar esta hipétesis se podrian realizar tratamientos con distintas
combinaciones de hormonas gestacionales para descartar alguna sinergia o

antagonismo, no vista durante la realizacion de los experimentos ex vivo.

También es importante sefialar que en el modelo ex vivo de humanos, debido a la
gran variabilidad entre los donantes y la poca disponibilidad de islotes humanos, los
resultados obtenidos en cuanto a la distribucion celular no fueron lo suficientemente
concluyentes como para asegurar que el fenotipo observado en los modelos
murinos es reproducible. Aunque, nuestros hallazgos difieren entre los donantes, el

donante HM97 presento6 un fenotipo similar al de los modelos de roedores: aumento
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de células 3 y disminucidon de a y 8; esto nos sugiere que los efectos de E2 pueden
ser dependientes de la edad, puesto que dicho donante era joven, al igual que los
animales estudiados. En este mismo orden de ideas, los islotes de Hm102 que
proceden de un donante de 70 afos presentd un aumento de células & en
contraposicion a los roedores y al donante Hm97 joven, indicando que E: esta

actuando por otro mecanismo en células envejecidas.

Respecto a las diferencias encontradas de Hm98 y Hm102 que compartian edades
similares, es muy probable que la diferencia de resultados sea debido al sexo, y que
las dosis usadas en Hm98 (mujer) no fueran las suficientes como para
desencadenar algun efecto. Para comprobar las hipétesis sugeridas, se podria
estudiar en el futuro, la distribucion hormonal en islotes pancreéaticos de mujeres y

hombres jovenes y mayores en necropsias de pancreas.

Nuestros hallazgos en islotes humanos sugieren que el efecto de E2 sobre la
expresion de FTs de linaje B en célula & podrian considerarse ciertos, ya que
reproducen el fenotipo observado en los modelos previos. De igual forma, este
estudio se beneficiaria de un aumento en el niumero de donantes para futuros

experimentos.

Un resumen gréfico de los resultados obtenidos en cuanto a las adaptaciones
morfolégicas del pancreas endocrino durante la gestacion se puede encontrar en

las Figuras 36 a 38.
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Figura 36. Cambios en la distribucion celular 8, B y a durante la gestacion y el tratamiento
con Ea. La imagen fue creada utilizando Servier Medical Art,

https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/.
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Figura 37. Cambios en las células bihormonales durante la gestacion y el tratamiento con Ez.
La imagen fue creada utilizando Servier Medical Art, https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/.
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Figura 38. Presencia de células 8/PDX1+ y 6/Maf-A+ durante la gestacion y el tratamiento con
E2. Laimagen fue creada utilizando Servier Medical Art, https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/.

2 — Adaptaciones Funcionales del pancreas endocrino tras
el tratamiento con E».

2.1. —Cambios en la maquinaria d-pancreatica

La somatostatina tiene como funcion principal en el pancreas endocrino la inhibicién
de la secrecién de insulina y glucagon, y se ha observado que en DM2 esta
disminuida por disfuncion de las células 818 112 118-119) sin embargo, su papel

durante la gestacion no ha sido estudiada.

Nuestros resultados, tanto en el modelo ex vivo de ratas como el de humanos,
demostraron que el E2 desencadena un déficit en la secrecion de somatostatina muy
similar a lo encontrado en los estudios de DM2(119-120,212-213,122) 'ng gbstante, dichos
cambios no se lograron explicar por cambios a nivel transcriptomico; ya que

encontramos un aumento del gen de la somatostatina junto al gen de Hhex, lo que

125 | 162


https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/

tendria sentido pues algunos autores proponen que este FT es necesario para
activar la transcripcion del gen que codifica dicha hormona®2 2%4), |lama la atencién
que, pasadas 24 horas, Hhex se mantuvo aumentado mientras que el gen de la
somatostatina disminuyd hasta valores semejantes al control. Esto difiere de lo
publicado previamente(79-80.106) gqunque se podrian explicar si tenemos en cuenta
que, los modelos usados en los estudios publicados previamente presentaban DM2
o estaban genéticamente modificados (se hace delecién total de Hhex o de Ucn3),
mientras que en nuestro estudio se usaron islotes sanos de roedores de cepas

silvestre, sin modificaciones génicas.

Otros genes estudiados fueron aquellos implicados en la produccion de insulina y
diferenciacion 3; observando un aumento de Insl, Ins2 y Maf-A a tiempos cortos, lo
que concuerda con lo descrito por Alonso-Magdalena et al.(187) y Sekido et al.(?14),
Asi pues, nuestro estudio aporta una nueva vision a lo ya descrito sobre la
regulacion génica que ejerce el Ezsobre la célula B, puesto que después de 24 horas
todos estos genes disminuyeron drasticamente, muy probablemente debido a un

mecanismo de retroalimentacion negativa sobre la transcripcion génica.

Por otro lado, nuestros resultados se oponen a lo encontrado por Song et al. @19, ya
que la transcripcién del gen de Pdx1 no cambié en ninguna de las condiciones de
tratamiento ni modelos estudiados. Esto puede que sea debido a que se cultivaron
los islotes pancreéticos en un medio con una concentracion de glucosa mayor (11
mM) al que fue usado durante la realizacion de nuestro estudio (5 mM), por lo que,
es muy factible que lo reportado por Song et al. sea un efecto del E2 debido las

condiciones experimentales de hiperglucemia.

Es interesante que, durante tiempos cortos de tratamiento, el E2 aumentara la
mayoria de genes estudiados, pero pasadas las 24 horas los genes de las células
B disminuian y los de las células & no cambiaban o seguian aumentados. En este
sentido, Schaffer et al.*%0) y Taylor et al.(1%®) describieron como las células B al

perder NKx6.1 adquirian un fenotipo pro-6, de modo que, nuestros hallazgos
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podrian explicarse si asumimos que un mecanismo similar esta ocurriendo. Asi pues,
E2 desencadenaria desdiferenciacion 6, provocando la aparicion de dos eventos
simultaneos: por un lado, un grupo de células & adquiririan un fenotipo pro-B
(aumento de células insulina+/somatostatina+, 8/PDX1+ y &/Maf-A+); mientras que,
por el otro, dicha desdiferenciacion activaria mecanismos de proteccion del linaje
celular (aumento de los genes Hhex y somatostatina). Después de 24 horas, el
numero de células d-pancreéticas monohormonales habria disminuido a tal punto
que, a pesar de seguir transcribiéndose el gen de Hhex, la estimulacion de este
sobre el gen de la somatostatina no seria suficiente para producir un aumento en la

transcripcion de la hormona (Figura 39).

Esta hipotesis se podria confirmar si, al realizar co-tinciones de HHEX,
somatostatina y Maf-A encontraramos células &/Maf-A+ o PDX1+/HHEX+; otra
forma de estudiar estos eventos seria a través de la técnica de secuenciacion de
ARN seq para célula tnica, en la que, tras el tratamiento con Ez, se buscarian genes

de célula B en las células d-pancreéticas.

Células 6/ (Secrecién impedida
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Figura 39. Hipdtesis del efecto del Ez sobre los genes de célula 8. Las células rojo/amarillo son
células bihormonales. Los puntos rojos representan la secrecion de somatostatina, que en el caso
de las células bihormonales esta disminuida. Los cuadros representan: PDX1 (morado); Maf-A
(dorado). La imagen fue creada utilizando Servier Medical Art,
https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/.
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2.2. — Cambio en las concentraciones de UCN3y dinorfina

2.3.1-Urocortina 3 (UCN3)

La UCN3 es una hormona peptidica de la célula B que se co-secreta con la insulina
y cuya principal funcion es estimular la secrecion de somatostatina, potenciando asi
la inhibicion de la secrecion de insulina. Los resultados de esta tesis muestran que
E2 es capaz de disminuir hasta un 20% la expresion proteica de esta hormona en el
modelo in vivo, y hasta un 50% de la expresion génica en el modelo ex vivo. Esto
va en concordancia con lo encontrado con Van der Muelen et al.®® quienes tras
delecionar el gen de UCN3 en un modelo de ratén, encontraron un fenotipo de
disfuncién &, muy parecido al fenotipo encontrado en nuestros modelos tras el

tratamiento con Eo.

Aungue no se han encontrado estudios que relacionen E2 con UCN3, nuestros
hallazgos se suman a lo descrito por Owens et al.?16), Haeger et al.?1") y Watanabe
et al.?18 quienes estudiaron el efecto del E2 sobre la UCN1 y UCN2. En dichos
estudios, las uricortinas disminuian tras el tratamiento con E2 y explicaban tal efecto
por la presencia de elementos de unién a estrégenos (ERES) parciales en los
promotores de UCN1y UCN2. Debido a que UCN1 y UCN2 guardan una homologia
de aproximadamente del 40% con UCN3(19-220) pensamos que los efectos de E>
sobre UCN3 son a través de EREs parciales.

2.3.1-Dinorfina

Nuestros resultados muestran que tanto en un modelo in vivo, como en un modelo
ex vivo, Ez disminuye la expresion proteica y génica de este opioide. Esto va en
concordancia con lo encontrado por Yang et al.(?21-222) y Gottsch et al.(?23) quienes
observaron un efecto inhibitorio de E2> sobre neuronas del nucleo arcuato, y que

parece ser dependiente de EREs.
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Asi pues, parece que los opioides cumplen un papel sobre la secrecion de
somatostatina, ya que nuestro fenotipo de disminucién de dinorfina y disfuncion &
concuerda con lo encontrado por Blandino et al.(’®, quienes encontraron que al
delecionar el receptor de opioides de las células d ocurria una disminucién en la
secrecion de somatostatina; y por Hermansen et al.??4 quienes usando met-
encefalina y leu-encefalina también encontraron inhibicion de la secrecion de
somatostatina. No obstante, recientemente Blandino et al.(’® también ha descrito
como un aumento en la transcripcién y secrecién de la insulina va en paralelo con
un aumento de la transcripcién y secrecion de dinorfina, de forma opuesta a lo
observado en nuestros modelos, donde a pesar de tener aumento de la
transcripcion, numero de células e intensidad de la insulina, la dinorfina se
encontraba disminuida en todos los pardmetros estudiados. Esto tal vez sea debido
a que sus experimentos fueron hechos bajo condiciones de hiperglucemia, mientras
gue nosotros trabajamos en condiciones de normoglucemia y bajo tratamiento con
E>.

Basandonos en la informacion previa que disponemos y ante los hallazgos
obtenidos durante la realizacion de esta tesis, creemos que E2 actia de forma rapida
y directa sobre la célula B-pancreética, aumentando la transcripcion de los genes
de insulina (Insl e Ins2) y Maf-A pero inhibiendo los genes de Ucn3 y dinorfina;
como consecuencia de esto, existiria una disminucién proteica de dichas hormonas
y, por ende, una disminucion en la funcionalidad &-pancreatica. La célula 8, al no
ser capaz de secretar somatostatina correctamente, causaria un acumulo de
vesiculas de secrecion en el citosol que generaria un proceso de desregulacion
transcripcional en donde se activarian genes que normalmente estarian apagados,

como lo son Insly Maf-A.

Por otro lado, Quesada-Candela et al.?°0) mostraron que el tratamiento con E2 no
solo disminuia la proliferacion celular a-pancreética, sino también la secrecion de

glucagon. Aunque en nuestro estudio no pudimos medir la secrecion de glucagon
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debido a que las concentraciones de glucosa usadas fueron optimizadas para la
secrecion de somatostatina; como también encontramos una disminucion
significativa del numero de células a, podemos asumir que su secrecion esta
disminuida. De este modo, y recordando la bioquimica de la célula 6, donde el
glucagon funciona como un activador de la secrecion de somatostatina, como
consecuencia de la pérdida de glucagon, se perderia el estimulo paracrino sobre la

secrecion de somatostatina.

La nueva célula intermedia &/p actuaria como una célula bihormonal, explicando el
aumento de células insulina+/somatostatina+, & /PDX1+ y &/Maf-A+ encontradas.
Asi mismo, los aumentos en los genes Insl y Maf-A serian atribuibles al efecto
directo del E2 sobre la célula B-pancreética pero también a la transcripcion de los

mismos genes en estas células /.

No hallamos diferencias en el gen de PDX1 a pesar de encontrar un aumento en su
proteina (células 8/PDX1+), quiza porque el efecto de E2 ocurre a nivel de su
traduccion proteica y no sobre la transcripcion génica, de este modo la célula &

tendria ARNm de PDX1 que no se traduciria sin los estimulos apropiados.

Lo mas probable es que durante la gestacion existan tanto células &-pancreaticas
funcionales, que son capaces de responder a los niveles secretados de UCN3,
dinorfina y glucagén, asi como también células &/f incapaces de secretar
correctamente. De este modo, a pesar de que Hhex esta aumentado,
probablemente como mecanismo de respuesta a la desregulacioén transcripcional 9,
no es suficiente para mantener la correcta secreciéon de somatostatina y el control

de la insulinemia (Figura 40).

Nuestra hipétesis se ve respaldada ante el hecho de que las células &-pancreaticas
humanas parecen poseer splicing alternativo del gen de la insulina®?®, lo que nos
confirmaria la presencia de genes de célula 3 en dichas células; ademas, un estudio
de ARN seq. en célula unica demostro el enriquecimiento de vias de sefalizacion

de estr6genos(?®) en células d-pancreéticas de ratonas prefiadas.
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Por todo lo anterior, creemos que los hallazgos obtenidos en el presente estudio
ofrecen informacion novedosa sobre la importancia de las células 6-pancreaticas en
la regulacion paracrina del islote pancreédtico durante la gestacion. Al ser la
gestacion un estado fisiolégico de RI, nuestros resultados podrian aportar una
nueva vision sobre la capacidad que tienen estas células de sufrir procesos de
plasticidad para adecuarse a cambios en el microambiente hormonal y ante
demandas metabdlicas en las que se necesite dicha plasticidad para mantener la

homeostasis del metabolismo intermediario.

Células B <
7 on Células B
( <-->-OH |1
Oe § -T Maf-A L7
- Ins1 HO &F - N P2
Maf-A -2 8 UCN3 €2 5307)
- UCN3 B85 —> 38 ls,‘e'?i Dinorfina ~
5 i e o 5
Dinorfina - Efecto mediadopor E, 5 S t insiling

Efecto paracrino
sobre célula &

l Somatostatina

Figura 40. Modelo propuesto. E; inhibe la secrecion de glucagén, UCN3 y dinorfina, lo que causa
desdiferenciacion & hacia un fenotipo pro-£.. Las células rojo/amarillo son células bihormonales. Los
puntos rojos representan la secrecion de somatostatina, que en el caso de las células bihormonales
esta disminuida y por eso el simbolo x. Los cuadros representan: PDX1 (morado);Maf-A (dorado).
La imagen fue creada utilizando Servier Medical Art, https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/.
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VIl — Conclusion

Durante la gestacidén hay una redistribucion celular en el pancreas endocrino
como respuesta a las necesidades metabdlicas que se traduce en: un
aumento de células 3; una disminucion de las células no-B; y un aumento de
células & que expresan PDX1 y Maf-A, factores de transcripcion propios de

célula B.

El estradiol, y no el lactégeno placentario, es el desencadenante de las

modificaciones observadas en el pancreas endocrino durante la gestacion.

El estradiol inhibe la secrecion de somatostatina en islotes pancreaticos de

roedores y humanos.

La disfuncion de las células &-pancreaticas bajo el efecto del estradiol, es
secundaria a un efecto de la hormona sobre las células B-pancreéticas, en
las que inhibe la transcripcién de los genes que codifican UCN3 y dinorfina,

gue tienen efectos paracrinos estimuladores sobre las células .

La disfuncion de las células &-pancreéticas bajo el efecto del estradiol, esta
relacionada con procesos de desdiferenciacién, en los que las células &
regresan a un estado intermedio B/d, y actia como una célula bihormonal

expresando factores de transcripcion propios de las células B-pancreaticas.
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X —Apéndice

1 - Lista de tablas

Variables Ratones Ratas

Especie Mus musculus Rattus norvergicus

Cepa | C57BL/6J Wistar
Modelo ex vivo |m 20 anlmales

Modelo in vivo

“:

- Prefladas
- Controles

Tabla 1. Caracteristicas basales de los modelos murinos. Las muestras de tejido pancreético
fueron obtenidas a través de protocolos de extraccidn especificos para cada una de las especies.

ID Sexo Edad IMC Causa de Muerte
(afios) (Kg/m?)
Hm97 \W-- Ruptura de aneurisma cerebral

Hm98 Mujer Anoxia por ahogamiento

Hm102 | Muerte vascular

Tabla 2. Caracteristicas biométricas de los donantes. Las muestras de tejido pancreético fueron
obtenidas a través de necropsias realizadas a 5 donantes fallecidos por causa no pancreatica. Hm:
humano, ID: Identificacion, IMC: indice de masa corporal.
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PANCREAS DE RATON

e ——————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————
I Desenmascaramiento || Solucion de bloqueo

Insulina,  glucagon, Blogueo con PBS 1X + BSA 1% (viv) +

somatostatina y ]
UCN3 Suero NGS 2% (v/v); 1 hora.

Blogueo PBS 1X + Tween 0,2% (v/v, PBST)
+ FBS 3% (v/v); 1 hora.

PDX1 Citrato sédico pH 6; 30
minutos a 100°C

-Blogueo con PBS 1X + Triton® x-100 1%
(v/v); 20 minutos.

Maf-A
-Bloqueo con PBS 1X + BSA 3% (v/v) + NGS
5% (v/v); 1 hora.
-Bloxall TM (Vectorlab, Newark, CA, EE.
Dinorfina UU.); 10 minutos

(Proencefalina B)
-Blogueo PBS 1X + BSA 1% (v/v) + NGS 2%
AY

Tabla 3. Protocolos de inmunofluorescencia usados para los pancreas de raton.

ISLOTES DE RATA

I Desenmascaramiento [ Solucion de bloqueo
Insulina, glucagén vy || Citrato sddico pH 6; 30 || Bloqueo con PBS 1X + BSA 1% (v/v) +
somatostatina minutos a 100°C Suero NGS 2% (v/v); 1 hora.

PDX1 Tris-HCL pH 10, T6455

(Sigma-Aldrich  Aldrich Blogueo con PBS 1X + BSA 1% (v/v) +

Suero NGS 2% (v/v) + Tritdbn® x-100 1%
(v/v); 1 hora.

St. Louis, MO, EE. UU.);
Maf-A 10 minutos a 100°C.

Tabla 4. Protocolos de inmunofluorescencia usados para los islotes de rata.
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ISLOTES DE HUMANOS

Insulina, glucagén y Blogueo con PBS 1X + BSA 1% (viv) +
somatostatina Suero NGS 2% (v/v); 1 hora.
EDTA pH 8,5, E1161

PDX1 (Sigma-Aldrich  Aldrich, || -Bloqueo con PBS 1X; 20 minutos.

St. Louis, MO, EE. UU.);
10 minutos a 100°C.

-Blogueo con PBS 1X + BSA 3% (v/v)+ NGS

Maf-A 5% (v/v)+ Triton® x-100 1% (v/v); 1 hora.

Tabla 5. Protocolos de inmunofluorescencia usados para los islotes de humano.

Anticuerpo Especie Dilucién Referencia

Insulina | 1/250 12018 (Sigma-Aldrich Aldrich, EE.UU.)
Glucagoén |W 1/1000 AB92517 (Abcam™, GB)

1/50 MA82358 (R&D systems, EE. UU.)
1/100 Ma517182 (Inwtrogen EE. UU.)

UCN3 |W 1/1000 Casero #7218 suministrado por Mark Huising
PDX1 |W 1/200 AB47308 (Abcam™ GB )

Maf-A Conejo 1/50 NBP1-00121 (Novus biologicals, GB)

Proencefalina B | 1/500 sc-398808 (Sta Cruz biotech, EE. UU.)

Tabla 6. Anticuerpos usados para inmunofluorescencia.

Somatostatina
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Gen (rata) Referencia Primers

Ins1 I Rn02121433 gl
Ins2 I Rn01774648 g1

I Rn00561967_m1

PDX1 Rn00755591 ml

Rpl18 I RN00821260_g1
HHEX I RN00577750_m1
R: 5-TGACCTCCTCCTTGCTGAAG-3

F: 5-CTCTGCCCACCATCACCATC-3

Tabla 7. Listade Tagman ™y SYBR™ Green utilizados para ratas.

Gen (ratén) I Referencia | Primers
Ins1 I Mm01950294 s1

Ins2 I MmO00731595_gH

MmO00436671_m1

PDX1 I MmO00435565_m1

UCN3 Mm00453206 sl

HHEX MmO00433954 m1

R: 5-AGCCTTGAGGATGCGACTC-3'
Rpl18

F 5-AAGACTGCCGTGGTTGTGG-3’

R 5-GAGGAGGTCATCCGACTGAAA-3’
Maf-A

F: 5-GCACTTCTCGCTCTCCAGAAT- 3’
R: 5-CTGACTCACTTGTTTGCCTGC-3’

F: 5-CGTTGCTGTCAAGATCTGTTGC-3

Tabla 8. Lista de Tagman™ y SYBR™ Green utilizados para ratones.

Proencefalina B
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Proteina | Especiel DiIucién\ Referencia

GAPDH | 1/40 000 MAB374, Merck (DE)

UCN3 |m 1/10.000 Casero #7218, suministrado por Mark Huising

Tabla 9. Lista de anticuerpo usados para western blot.

Proencefalina B sc—398808, Sta Cruz Biotec (EE. UU.)
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