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RESUMEN

La célula beta pancreatica madura funcionalmente durante el primer mes de vida,
lo que implica secretar la insulina necesaria y responder a los cambios en la glucosa
extracelular. Existen evidencias que correlacionan cambios en la actividad de
canales ionicos con la maduracion de estas células. Entre los canales de calcio
dependientes de voltaje (VGCC), los activados a bajo voltaje (LVA) han sido poco
estudiados en células beta de cultivos primarios. Mientras que entre los activados a
alto voltaje (HVA), el tipo L es el principal responsable del aumento en la
concentracion intracelular de calcio y la exocitosis de la insulina. Por otro lado, es
conocido que los acidos grasos libres constituyen importantes moléculas
sefalizadoras en diversos procesos celulares y entre ellos se encuentran los
relacionados con las células beta. Se ha asociado su presencia con el desarrollo de
patologias como la obesidad, el sindrome metabdlico y la diabetes mellitus. Su
papel en la disfuncidén de las células beta esta relacionado con la actividad de

canales ionicos, entre ellos, los VGCC.

Por tanto, en este trabajo decidimos evaluar los cambios en la expresiéon y la
actividad de los VGCC durante el desarrollo posnatal de la célula beta pancreatica
de rata, asi como caracterizar funcionalmente estos canales en la etapa adulta: su

papel en la secrecion de insulina y su modulacién por palmitato.

Las células se obtuvieron de pancreas de ratas Wistar machos neonatas, de 20 dias
y de dos meses (adultas jovenes). Los estudios electrofisiolégicos se realizaron
mediante la técnica de fijacion de voltaje en microareas de membrana en la
modalidad célula entera. La expresion de los canales se visualizO mediante
inmunofluorescencia. La secrecién de insulina en células beta aisladas se evalu6

mediante el ensayo hemolitico inverso (RHPA).

La corriente HVA fue observada en todas las células y el porcentaje de deteccion
de la corriente LVA aumento con la edad. Los canales LVA y HVA presentaron un
maximo de corriente cercano a -10 mV y +20 mV, respectivamente. La amplitud
maxima de ambas corrientes fue mayor en las células adultas y la HVA aumenté

con la maduracién. Las corrientes de calcio en células beta de ratas P20 fueron
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heterogéneas. En las tres edades se observo la presencia de las subunidades a1G,
a1lH y a1l de los canales T. Las tres isoformas se expresaron diferencialmente
durante el desarrollo posnatal. El Cav 3.1 fue el mas expresado. Las células adultas
expresaron mas a1G y a1H que las células neonatas y P20. Mibefradil, TTA-Az y
NiCl2 bloquearon la corriente mediada por canales LVA en células beta adultas.
Mibefradil y TTA-A2 inhibieron la secrecion de insulina en 5.6 mM de glucosa y
nifedipina fue el mas efectivo en 15.6 mM de glucosa. TTA-Az y nifedipina redujeron
drasticamente la subpoblacion de células beta funcionales LP en condiciones basal
y estimulada por glucosa, respectivamente. La exposicion a palmitato durante 1 hora
aumentd la densidad de corriente HVA y la secrecion de insulina tanto en
condiciones basal como estimulada por glucosa. Sin embargo, la exposicion cronica
al acido graso redujo la secrecidn de insulina y las corrientes mediadas por canales
LVA y HVA.

Estos resultados muestran que los cambios en la expresion y la actividad de los
VGCC durante el desarrollo posnatal desempefian un importante papel en la
maduracion funcional de la célula beta pancreatica de rata. Ademas, el palmitato
modula de forma dual la secrecidn de insulina y la actividad de los VGCC en células

adultas.

Palabras claves: canales LVA y HVA, desarrollo posnatal, secrecion de insulina,

palmitato.



ABSTRACT

Pancreatic beta cells acquire functional maturity during the first month of
development, allowing them to respond to variations in extracellular glucose
concentration by secreting insulin. There is evidence that correlates changes in the
activity of ion channels with the maturation of these cells. Within the voltage-gated
calcium channels (VGCC), low-voltage-activated (LVA) channels have been poorly
studied in primary beta cells, while the most studied channels are high-voltage-
activated (HVA), principally L-type, mainly responsible for the increase in the
intracellular calcium and insulin exocytosis. On the other hand, it is known that free
fatty acids are important signaling molecules in various cellular processes and
among them are those related to beta cells. Its presence has been associated with
the development of pathologies such as obesity, metabolic syndrome and diabetes
mellitus. Its role in the dysfunction of beta cells is related to the activity of ion

channels, among them, VGCC.

Therefore, we decided to analyze the changes in the expression and activity of
VGCC during the postnatal development in rat beta cells, their role in insulin

secretion and their modulation by palmitate.

Beta cells were obtained from the pancreas of neonatal, 20 days and two months
male old Wistar rats. Electrophysiological recordings were performed using whole-
cell voltage clamp technique. Channels expression was Vvisualized by
immunofluorescence. Insulin secretion in isolated beta cells was evaluated by the

reverse hemolytic plaque assay (RHPA).

The HVA current was observed in all the cells and the detection percentage of LVA
current increased with the age of the animal. Peak currents of LVA and HVA
channels were close to -10 mV and +20 mV, respectively. The maximum amplitude
of both currents was higher in the adult cells and the HVA increased with maturation.
The calcium currents in beta cells of P20 were heterogeneous.
Immunocytochemistry revealed the presence of a1G, a1H and a1l subunits of LVA

channels at all ages. The three isoforms were differentially expressed during



postnatal development. The Cav 3.1 subunit was the most expressed in all ages.
Adult beta cells expressed more a1G and a1H than neonatal and P20 cells.
Mibefradil, TTA-A2 and NiCI2 blocked the current mediated by LVA channels in adult
beta cells. Mibefradil and TTA-Az inhibited insulin secretion in 5.6 mM glucose and
nifedipine was the most effective in 15.6 mM glucose. TTA-A2 and nifedipine
drastically reduced the LP functional beta cell subpopulation under basal and
glucose-stimulated conditions respectively. Exposure to palmitate for 1 hour
increased the HVA current density and insulin secretion in both basal and stimulating
glucose conditions. However, chronic exposure to fatty acid reduced insulin

secretion and the currents mediated by LVA and HVA channels.

We conclude that changes in expression and activity of VGCC during the
development play an important role in the physiological maturation of beta cells. In
addition, palmitate modulates in a dual manner the secretion of insulin and the
activity of VGCC in adult cells.

Key words: LVA and HVA channels, postnatal development, insulin secretion,

palmitate.
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1. INTRODUCCION

1.1 Estructura del pancreas

El pancreas es una glandula mixta compuesta por una parte exocrina y otra
endocrina. La porcion exocrina comprende el 95-97 % del pancreas total y esta
compuesta por el tejido acinar y un sistema de conductos pancreaticos cuya funcién
principal es la secrecion y el transporte de enzimas y bicarbonato necesarios para

la degradacion y la absorcidn de los nutrientes (Hiriart, 1997) (Figura 1.1).

La porcidon endocrina esta formada por los islotes pancreaticos o islotes de
Langerhans y es vital en el control de la homeostasis de la glucosa en los
organismos. Los islotes constituyen cerca del 2 % del pancreas total y estan
constituidos por cuatro tipos celulares: a, 3, ® y PP. Estas células secretan distintas
hormonas peptidicas que pueden tener accion local (autocrina o paracrina) o
pueden ser distribuidas a través del torrente sanguineo hasta sus 6rganos blanco
(Pipeleers, 1992).

Las células a constituyen del 15 al 20 % del islote pancreético y generalmente se
encuentran en la periferia del mismo. Estas células secretan glucagon
principalmente en condiciones de hipoglucemia, el cual promueve la glucogendlisis
y la gluconeogénesis hepatica. La accién paracrina de esta hormona dentro del

islote es estimular la secrecion de insulina y somatostatina (Pipeleers, 1992).

Las células & representan del 5 al 10% del islote y secretan somatostatina. Esta
hormona ejerce efectos inhibitorios sobre las secreciones pancreaticas endocrina y
exocrina (Hiriart, 1997).

Las células PP constituyen menos del 2% del islote pancreatico y secretan
polipéptido pancreatico. Esta hormona, al parecer, no tiene efecto sobre la insulina
in vivo, pero inhibe la secrecion de glucagon. Asi mismo, tiene efectos inhibitorios

sobre el vaciado gastrico, y la actividad motora intestinal (Brereton et al., 2015).
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Las células 3 son el tipo celular mas abundante dentro del islote, constituyen del 70
al 80 % de éste y en roedores se localizan en el centro del mismo. Estas células son
de gran importancia en la homeostasis de la glucosa, ya que la sintesis y secrecion
de insulina es exclusiva de ellas en mamiferos. La insulina es una hormona
hipoglucemiante (que reduce los niveles circulantes de glucosa plasmatica). Esta
hormona es secretada principalmente en respuesta a un aumento en las
concentraciones extracelulares de glucosa, asi como ante la presencia de otras
hormonas pancreaticas y por estimulacion nerviosa (Kulkarni, 2004). Ademas la

insulina ejerce efectos autocrinos y paracrinos en el pancreas.

Figura 1.1 Estructura del pancreas. El pancreas se localiza en el abdomen, adyacente al
duodeno. Es una glandula mixta formada por las células acinares y un sistema de conductos
(parte exocrina) y los islotes pancreaticos o de Langerhans (parte endocrina). Los islotes
pancreaticos estan formados por cuatro tipos celulares, a, B, & y PP que secretan glucagon,

insulina, somatostatina y polipéptido pancreatico respectivamente.
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1.2 La insulina: sintesis y vias de secrecion

La insulina, sintetizada y secretada exclusivamente en mamiferos por las células
beta pancreaticas, es una hormona anabdlica esencial para la vida. En su ausencia,
los mamiferos neonatos en pocas horas pueden desarrollar cetoacidosis severa y

diabetes que puede conducir a la muerte.

1.2.1 Sintesis

La insulina es el producto directo de la traduccidn del acido ribonucleico mensajero
(ARNm) de insulina y es sintetizada como una prehormona. Esta molécula contiene
las cadenas A y B de la insulina, el péptido senal y el péptido C. La pre-proinsulina
formada se transloca a través del reticulo endoplasmico rugoso (RER) con ayuda
del péptido senal. Inmediatamente después de la translocacién de la cadena
polipeptidica, una peptidasa separa la proinsulina del péptido sefial. En el lumen del
RER la proisulina formada se pliega y se transporta a la regién cis del aparato de
Golgi, donde es sometida a un procesamiento posterior y al empaquetamiento en
vesiculas de secrecion. Una vez empaquetada, el péptido C se separa de las dos
cadenas de la insulina y quedan almacenados péptido C e insulina madura en
cantidades equimolares, junto a una pequefia concentracién de proinsulina que ante
un aumento en la concentracién de glucosa extracelular es secretada (Jefferson et
al., 2001).

1.2.2 Secrecion de insulina

La secrecion de insulina tiene dos componentes fundamentales, una secrecion
constitutiva y otra estimulada o regulada. Los mecanismos de la secrecidn
constitutiva por los cuales algunos granulos secretores son liberados continuamente
no han sido totalmente estudiados hasta ahora. Sin embargo, la secrecion de
insulina estimulada o regulada estd mejor descrita. Esta secrecién depende
fuertemente del aumento en la concentracién intracelular de Ca?* Aunque la
glucosa es su principal secretagogo, otras moléculas también pueden estimular o

potenciar su secreciéon, como los aminoacidos, los acidos grasos no esterificados,
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hormonas como el glucagon vy el péptido parecido a glucagon 1y 2 (GLP1y 2)y
neurotrasmisores como la acetilcolina. Otras hormonas como la epinefrina,

norepinefrina y somatostatina regulan negativamente la secrecion de insulina.

En el caso de los aminoacidos, aunque los mecanismos de accién no estan
totalmente claros, se conoce que un numero relativamente pequefio de ellos puede
promover o potenciar de forma sinérgica la secrecion de insulina estimulada por
glucosa (GSIS) en células beta (Hiriart et al., 2015). Se conoce que alanina y leucina
aumentan la produccion de ATP, lo que promueve el cierre de los canales canales
de K* sensibles a ATP (Katp) (Hiriart et al., 2015). Un estudio en ratones knockout
para el receptor de sulfonilurea 1 (SUR1) plante6 que la glutamina ejerce efectos
amplificadores sobre la GSIS que estan mediados por vias dependientes de AMPc.
Estos efectos son analogos a los del receptor GLP-1 sobre la secrecion de insulina
(Zhang and Li, 2013).

Los estudios en humanos han mostrado que los aminoacidos potencian la GSIS y
esto constituye la base de la aplicacion de terapias combinadas de ambos
secretagogos: glucosa y aminoacidos, con el fin de lograr una respuesta secretora
mayor. En la ultima década se ha revelado el importante papel a estas biomoléculas
en desodrdenes clinicos asociados con hipoglucemia sensible a aminoacidos en

nifios con hiperinsulinismo congénito (Zhang and Li, 2013).

Por otra parte, se ha reportado que concentraciones sanguineas normales de acidos
grasos libres (AGL) son necesarios para mantener la GSIS en las células beta (Stein
et al., 1997). Varios mecanismos se han propuesto para explicar el papel fisioldgico
de los AGL en la GSIS. Se conoce que durante el periodo de ayuno los AGL
circulantes son oxidados y aumenta la sintesis de ATP, lo que conduce a la
despolarizacion de la célula beta con la consecuente secrecion de insulina. En tanto,
luego de la ingesta, los AGL asociados al metabolismo de la glucosa, regulan las
vias anapleréticas y catapleréticas mitocondriales y por tanto, la liberacion de
insulina. Se conoce ademas, que cuando la glucosa aumenta, la oxidacion de los
AGL disminuye y la acumulacion resultante de acyl-CoAs de cadena larga facilita la

fusién vesicular a la membrana de la célula beta. También es conocido que
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receptores acoplados a proteina G como el GPR40, activados por AGL, amplifican
la exocitosis de la insulina mediante diacilglicerol (DAG), la proteina cinasa C (PKC)
y el inositol trifosfato (IP3), lo que conlleva al aumento en el influjo de Ca?* en las
células beta (Hiriart et al., 2015).

1.3 Acoplamiento entre la actividad eléctrica de la célula beta y

la secrecién de insulina estimulada por glucosa

Las células beta son eléctricamente excitables y las senales eléctricas desempefian
un papel esencial en la entrada de calcio y en la regulacidon de la secrecién de
insulina (Drews et al., 2015; Mears, 2004; Barbosa et al., 1998; Dean and Matthews,
1970). A su vez, también se consideran sensores metabdlicos, pues continuamente
detectan y responden a cambios en la concentracion de glucosa circulante, y

regulan su homeostasis (Hiriart et al., 2015).

Cuando la concentracion extracelular de glucosa aumenta de 45 a 5 mM
(concentracion basal) a mas de 7 mM (concentracion estimulante), la célula beta se
despolariza e inicia una actividad eléctrica ritmica, que comienza con una
despolarizacion lenta desde el potencial de reposo de -70 mV hasta un potencial en
el cual se produce una actividad eléctrica sostenida (Drews et al., 2015). Esta
actividad eléctrica consta de oscilaciones en el potencial de membrana que se
caracterizan por una despolarizacion lenta seguida de una rapida, hasta alcanzar
una meseta en la que se superponen rafagas de potenciales de accion, separadas
por periodos silentes eléctricamente, hasta que la membrana se repolariza. Estas
oscilaciones contindan mientras los niveles de glucosa permanezcan elevados
(Bertram and Sherman, 2000; Cook et al., 1991; Hiriart and Aguilar-Bryan, 2008).

El acoplamiento entre el estimulo de glucosa y la actividad eléctrica inicia con el
transporte del azucar al espacio intracelular. Las células beta de roedores expresan
el transportador de glucosa tipo 2 (Glut 2). Una vez en el interior celular, la
glucocinasa fosforila la glucosa, formandose glucosa 6-fosfato. Este paso es

limitante para el metabolismo de la glucosa y fundamental para detectar los cambios
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en la concentracion de glucosa, por medio del cual se regula la cantidad de insulina
secretada (Matschinsky, 2002).

En ausencia de glucosa, la relacion ATP/ADP en el interior celular es baja y los
canales Katp, que en conjunto con la actividad de la ATPasa de Na*/K* son los
responsables del potencial de membrana en reposo (PMR) cercano a -70 mV, estan
abiertos. Cuando aumenta la concentracién extracelular de glucosa, ésta entra al
interior celular mediante el transportador Glut 2. El catabolismo oxidativo de la
glucosa mediante glucolisis, Ciclo de Krebs y fosforilacion oxidativa, favorece el
incremento en la razon ATP/ADP, lo que promueve el cierre de los canales Katpy
la reduccion en la permeabilidad al potasio. Este mecanismo, unido a la contribucién
de las corrientes catidnicas no selectivas, las que han sido asociadas a miembros
de la familia de canales del tipo Receptor de Potencial Transitorio (TRP), favorecen
la despolarizacién de la membrana hasta llegar a alrededor de los -40 mV, el umbral
de activacion de canales sensibles a voltaje. Entre estos canales, los que se activan
a potenciales menos despolarizados son los canales de Na* y Ca?* tipo T,
aumentando asi la entrada de Na* y Ca?* a las células (Hiriart, M. and Matteson,
1988; Hiriart et al., 2015). Esta entrada de cationes causa un incremento abrupto
del potencial de membrana (hasta alrededor de -20 mV), lo que a su vez facilita la
activacion de otros canales de Ca?* que se activan a potenciales de membrana mas
positivos, principalmente de tipo L. Esta reportado que en las células beta de
roedores asi como de otras especies y en lineas celulares de insulinoma, los
canales tipo L son los principales responsables del influjo de Ca?* (Mears, 2004;
Davalli et al., 1996; Pressel and Misler, 1991).

Los canales de Na* y Ca?* tipo T despolarizan la membrana hasta alcanzarse la
fase de meseta que es mantenida principalmente por la entrada de Ca?* a través de
canales tipo L. Cuando se alcanza el potencial umbral, las células beta comienzan
a disparar los potenciales de accion. Esta actividad eléctrica es oscilatoria y consiste
de grupos de potenciales de accidon superpuestos a la meseta que estan separados
por los intervalos de repolarizacion. El incremento en la concentracién intracelular

de Ca?*, mediado principalmente por canales de calcio tipo L, desencadena la
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exocitosis de la insulina contenida en granulos de secrecion (Hiriart and Aguilar-
Bryan, 2008). (Figura 1.2).

Finalmente, canales de K* dependientes de voltaje (de rectificacion tardia) y canales
de K" de conductancia elevada sensibles a calcio (BK), son los responsables de la
fase de repolarizacion, que contribuye a que la célula beta retorne a su PMR. El
balance en la actividad de estos canales genera un patrén oscilatorio del voltaje
transmembranal que se correlaciona con la secrecion de insulina (Drews et al.,
2015).

Figura 1.2. Acoplamiento entre el estimulo de glucosa y la secrecion de insulina. La
glucosa entra a la célula beta a través de Glut 2 en roedores y producto de su metabolismo
se sintetiza ATP. El aumento en la razon ATP/ADP cierra los canales Kate, 0 que

despolariza la membrana. La despolarizacién aumenta la probabilidad de apertura de
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canales sensibles a voltaje, primero canales de Na* y de Ca?" tipo T y posteriormente
canales HVA, de tipo L principalmente. El influjo de Ca?* aumenta la concentracién de calcio
intracelular, lo que conduce a la exocitosis de los granulos que contienen insulina.
Finalmente, canales de K* dependientes de voltaje (de rectificacion tardia) y canales de K*
de elevada conductancia que son sensibles a calcio (BK), son los responsables de la fase
de repolarizacion, que contribuye a que la célula beta retorne a su PMR. En la parte derecha
superior se esquematiza la actividad eléctrica de la célula beta. Los canales de Na* y Ca?*
tipo T despolarizan la membrana hasta alcanzarse la fase de meseta que es mantenida
principalmente por la entrada de Ca?* a través de canales tipo L. Cuando se alcanza el
potencial umbral, las células beta comienzan a disparar los potenciales de accion. Esta
actividad eléctrica es oscilatoria y consiste de grupos de potenciales de accion

superpuestos a la meseta que estan separados por los intervalos de repolarizacion.

1.4 Desarrollo posnatal de la célula beta pancreatica de rata

Las células beta pancreaticas adquieren la madurez funcional durante el primer mes
de vida, lo que les permite secretar cantidades robustas de insulina y responder a

los cambios en la concentracidon extracelular de glucosa.

Esta bien establecido que los islotes fetales secretan poca insulina ante un estimulo
de glucosa. Un estudio en pancreas de rata perfundidos de 3 dias previos al
nacimiento mostro la ausencia de una respuesta secretora bifasica a 16.7 mM de
glucosa (Hole et al., 1988). Estos autores atribuyeron esta inmadurez a un fallo en
el acoplamiento entre el metabolismo de los nutrientes y los canales Kate, lo que
previene la despolarizacion de la membrana celular. Otros autores también
reportaron un desajuste en el metabolismo de la glucosa en células beta de ratas
de 21 dias fetales (Rorsman et al., 1989). En este caso los autores explicaron que
la inmadurez fisioldgica en esta etapa fetal esta dada por alteraciones en la funcion
mitocondrial que conducen a una despolarizacion defectuosa, por lo que no

aumenta el calcio intracelular y no se secreta insulina.

Curiosamente, se ha planteado que a diferencia de lo que sucede con la glucosa,

otros secretagogos como leucina, arginina y teofilina pueden promover la liberacion
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de insulina en la etapa fetal, lo que sugiere que al menos una parte de la maquinaria
secretora esta desarrollada (Ammon et al., 1989). Otro estudio mostré que leucina,
arginina y gliceraldehido ademas de estimular la secrecién en los islotes fetales, son
capaces de incrementar el calcio intracelular (Weinhaus et al., 1995). Un estudio
posterior en células beta fetales porcinas y en clusters celulares de islotes humanos
revelé que glucosa y leucina no son capaces de potenciar un aumento en el calcio
intracelular. Estos autores atribuyeron las diferencias en los efectos de los
secretagogos a la existencia de una maduracion de las células beta dependiente
del tiempo (Weinhaus et al., 2003).

Mientras que durante la etapa fetal la homeostasis de la glucosa es dependiente de
la mama, el nacimiento es una ventana de desarrollo critica, ya que la nutriciéon de
los organismos se vuelve totalmente dependiente de la disponibilidad de alimentos.
La necesidad de mantener la glucemia podria ser una fuerza impulsora para que las
células beta maduren y secreten insulina en respuesta a la concentracién de
nutrientes. Las células beta neonatales al igual que las fetales son consideradas
inmaduras, su secrecion de insulina es pobre y son incapaces de detectar
variaciones en la concentracion extracelular de glucosa. Sin embargo, las células
beta adultas pueden secretar mas insulina en respuesta a un aumento en la glucosa
extracelular y son consideradas maduras (Navarro-Tableros et al., 2007b). En esta
etapa, la secrecion de insulina es bifasica y consta de una primera fase de alrededor
de 10 minutos de duracion y una segunda fase de secrecion sostenida (Vignali et
al., 2006).

La respuesta inicial o primera fase de la secrecion de insulina en las células adultas
se caracteriza por un rapido incremento en la secrecion, que ocurre inmediatamente
después del aumento en la concentracidn de glucosa y es seguido por una
declinacion también rapida. Si el aumento en la concentracion de glucosa es
sostenido, se produce la segunda fase de secrecién, la cual es mas lenta, gradual
y puede sostenerse durante varias horas (Caumo and Luzi, 2004; Rorsman et al.,
2000).

19



Se ha sugerido que la primera fase de la secrecion resulta de la liberacion de
insulina contenida en los granulos maduros que estan anclados en las proximidades
de la membrana plasmatica. Sin embargo, la secrecién de la segunda fase deriva
de la insulina de los granulos almacenados. En esta segunda fase también es

importante la contribucién de la insulina recién sintetizada (Daniel et al., 1999).

De manera interesante, este patron bifasico de secrecion se altera en presencia de
patologias relacionadas con alteraciones en la sintesis, secrecion y acciones de la
insulina como la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (Porte and Kahn, 1991). Este
trastorno metabdlico se caracteriza por la presencia de hiperglucemia (elevadas
concentraciones de glucosa sanguinea). Los pacientes con DM2 no producen
suficiente insulina o presentan resistencia a la hormona, que es la incapacidad de
los tejidos blanco de responder a las acciones de la insulina (American Diabetes
Association). Los pacientes con DM2 presentan ademas de un patron de secrecion
anormal, una pérdida selectiva de la primera fase y una atenuacién de la segunda
(Rorsman et al., 2000).

Otro momento crucial en el desarrollo de la célula beta es el periodo de ablactaciéon
(alrededor del dia 20 en las ratas, P20). Un trabajo previo en nuestro laboratorio
reveld que en este periodo constituye una ventana critica en el desarrollo de la
célula beta de rata, debido a los cambios que se producen en la alimentacion del
animal, que pasa de ser una dieta alta en grasa a una rica en carbohidratos (Aguayo-
Mazzucato et al., 2006). Este estudio demostro que la etapa P20 se caracteriza por
la presencia de hiperinsulinemia y por una resistencia a la insulina fisioldgica.
Resulta muy interesante profundizar en el estudio de este periodo del desarrollo de
la rata, en el que los cambios fisioldgicos que se producen deben estar intimamente
relacionados con los componentes de la maquinaria de respuesta de la célula beta,

entre los que se incluyen receptores, enzimas y canales idnicos.

En nuestro laboratorio se han realizado otros estudios relacionados con la
maduracion de las células beta. Particularmente sobre los canales idnicos, se

demostré que la densidad de corriente de bario y los niveles de expresién de ARNm
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correspondientes a las subunidades a1B, a1C, a1lD y a1G en células beta

neonatales son menores que en las células adultas (Navarro-Tableros et al., 2007b).

Ademas, recientemente nuestro grupo reveld, mediante analisis de microarreglos,
que los cambios en el transcriptoma estan relacionados con la maduracién de la
célula beta de rata (Larqué et al., 2016). En este estudio mostramos que existe una
expresion diferencial entre las etapas P20 y adulta en una variedad de genes
relacionados con la fisiologia de la célula beta, entre ellos genes implicados en la

excitabilidad, el metabolismo, entre otros.

Como se puede ver, varios grupos de trabajo han puesto un especial énfasis en el
estudio de la secrecion hormonal durante la ontogenia de la célula beta pancreatica,
aunque aun faltan por esclarecer mejor los mecanismos y factores implicados en el
proceso. Es por ello que consideramos esencial profundizar en los estudios sobre
la maduracién de la célula beta. Con esto, se puede contribuir a una mejor
comprension de la fisiologia de la célula beta asi como de las patologias

relacionadas con alteraciones en su funcionamiento.

1.5 Canales de calcio dependientes de voltaje (VGCC)

1.5.1 Estructura y propiedades biofisicas

Los canales de calcio dependientes de voltaje (VGCC del inglés voltage gated
calcium cannel) son complejos multiproteicos membranales cuya probabilidad de
apertura se modifica con el potencial de membrana, con lo cual la conformacién de
estos canales pasa, por ejemplo, de un estado cerrado a uno abierto. El calcio que
es conducido a través de estos canales es un importante segundo mensajero en la
transduccion de las sefales eléctricas en distintas respuestas celulares. El aumento
en el calcio intracelular controla procesos celulares tan diversos como contraccion
muscular, exocitosis, endocitosis, transmision sinaptica, metabolismo celular,
proliferacion, diferenciacion, desarrollo, entre otros. Estas acciones se llevan a cabo
mediante la regulacion de la fosforilacién proteica, la expresién génica y el ciclo
celular (Catterall, 2000).
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Los VGCC estan compuestos por subunidades proteicas diferentes (a1, a2, R, & y
Y)- El modelo general propuesto indica que en estos canales, la subunidad principal
(a 1) es una proteina transmembranal que forma el poro de conduccion y que se
asocia con el dimero a2d mediante enlaces disulfuro. A su vez, esta unida a una
subunidad 3 intracelular y en algunos casos a una subunidad transmembranal y
(Figura 1.3), (Catterall, 2000).

Existen diferencias estructurales entre los tipos de canales de calcio y lo
mencionado anteriormente se cumple para los canales activados a voltajes altos
(HVA del inglés high voltage activated). Los canales tipo T o activados a bajo voltaje
(LVA del inglés low voltage activated), a diferencia de los canales HVA, estan
formados exclusivamente por la subunidad a1 (Figura 1.3) y hasta el momento no
se ha demostrado que presenten subunidades reguladoras (Talavera and Nilius,
2006).

El tipo de subunidad a1 le da al canal las caracteristicas electrofisiologicas y
farmacoldgicas, y al menos diez genes diferentes codifican para ellas (Catterall et
al., 2005). La subunidad a1 forma el poro hidrofilico conductor que permite el flujo
de iones y contiene ademas regiones especializadas que determinan la selectividad
del canal y su sensibilidad al voltaje. Esta formada por cuatro repeticiones
homodlogas o dominios transmembranales (I al IV), unidos entre si por asas
intracelulares. Cada dominio esta integrado por seis segmentos transmembranales
(S1 al S6), contiene el poro y el dominio sensor de voltaje (S1 al S4), el que le
confiere la sensibilidad al voltaje. Dentro de este dominio sensor de voltaje el

segmento S4 es la region de cargas positivas.

Las subunidades a2, R y y no forman directamente el poro conductor, por lo que
se denominan accesorias. Sin embargo, estas subunidades estan relacionadas a la
regulacion de la translocacién de los canales a la membrana, las propiedades de
compuerta y la dependencia al voltaje (Arikkath and Campbell, 2003; Catterall,
2000).

La subunidad B es citosdlica y se asocia con la subunidad a1, se han identificado 4

subtipos distintos (Vance et al., 1998). Entre sus funciones principales estan el
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mantener el transito de la subunidad a1 a la membrana plasmatica y puede regular
las propiedades biofisicas del canal por contener varios sitios de fosforilacién (Viard
et al., 2004). En los islotes pancreaticos de rata se han identificado los ARNm que
codifican para las subunidades R2 y R3 (lwashima et al., 2001). Sin embargo, en
estas células no estan bien descritos los mecanismos que regulan la interaccion de

las subunidades By a1.

Se conocen cuatro subtipos de subunidades a2, que son codificadas como un
dimero por un mismo gen. Se conoce que todos los subtipos aumentan la amplitud
de la corriente y pueden modular la activacion e inactivacion del canal. Se conocen
distintos subtipos de la subunidad y (y1 a y8), expresados en una amplia variedad
de tejidos. Aunque ningun subtipo esta relacionado con el trafico de los canales,
algunos autores han planteado que su expresion inhibe la actividad del canal

mediante la modulacion negativa de la cinética de activacion (Hullin et al., 1992).
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Figura 1.3 Estructura general de los canales de calcio LVA y HVA. La subunidad a1
forma el poro hidrofilico conductor que permite el flujo de iones y contiene ademas regiones
especializadas que determinan la selectividad del canal y su sensibilidad al voltaje. Esta
formada por cuatro dominios transmembranales (I al 1V), unidos entre si por asas
intracelulares. Cada dominio esta integrado por seis segmentos transmembranales (S1 al
S6), contiene el poro y la region de cargas positivas, conocida como sensor de voltaje,
situado en el segmento S4, el que le confiere la sensibilidad al voltaje. Las subunidades
a2d, By y no forman directamente el poro conductor, por lo que se denominan accesorias,

y tienen funciones reguladoras en los canales HVA.

Los primeros estudios electrofisiologicos identificaron dos grandes grupos de
canales de calcio: los de bajo umbral de activacion o LVA y los de alto umbral o HVA
(Carbone and Lux, 1984; Matteson and Armstrong, 1986) que presentan

propiedades biofisicas diversas.

Los canales LVA se activan a potenciales de membrana cercanos a -60 mV, los
canales HVA, a voltajes menos negativos, entre -30 y -20 mV. Ademas de activarse
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a potenciales de membrana mas negativos comparados con el resto de los canales
de calcio, los canales LVA presentan valores pequefios de conductancia y cinéticas
de activacion e inactivacién rapidas (Talavera and Nilius, 2006). Por su parte, los
canales HVA se inactivan mas lentamente y tienen una conductancia unitaria tres

veces mayor que los LVA (Bean, 1985; Matteson and Armstrong, 1986). (Tabla 1.1)

1.5.2 Nomenclatura

Existen diversas formas de clasificar y nombrar a los VGCC. La clasificacion
teniendo en cuenta a estructura primaria de las subunidades a1 fue propuesta en el
afio 2000 y describe tanto a los ARNm como a las proteinas que codifican (Ertel et
al., 2000). Esta clasificacion incluye tres familias: Cav1, Cav2 y Cav3. El primer
término de la nomenclatura se refiere al ion permeante (en este caso Ca?*), seguido
por el principal estimulo para la apertura o cierre del canal que es el voltaje y
finalmente, dos numeros que indican en orden la familia de proteinas y la isoforma
particular respectivamente. Hasta el momento se han identificado 10 isoformas,
entre las que se incluyen: Cav1.1 (a1S), Cav 1.2 (a1C), Cav 1.3 (a1D), Cav 1.4
(a1F), Cav 2.1 (a1A), Cav 2.2 (a1B), Cav 2.3 (a1E), Cav 3.1 (a1G), Cav 3.2 (a1H)
y Cav 3.3 (al).

Otra clasificacion de los VGCC toma en consideracion el voltaje que se requiere
para activarlos. Teniendo en cuenta este criterio los VGCC se dividen en dos
grandes grupos: los que se activan a bajo umbral de activacion o LVA y los que se
activan a alto umbral o HVA (Carbone and Lux, 1984; Matteson and Armstrong,
1986).

Una clasificacion menos formal agrupa a los VGCC en canales de calcio tipo L, P/Q,
N, Ry T. Los Cav 1.1 al Cav 1.4 generan corrientes de larga duracién (tipo L); Cav
2.1 fueron registradas por primera vez y caracterizadas en neuronas de Purkinje y
en células granulares del cerebelo (tipo P/Q); Cav 2.2 fueron identificadas en
neuronas (tipo N); Cav 2.3 se identificé en un inicio como la corriente de calcio

remanente o residual cuando se bloquea el resto de los canales HVA (tipo R) y los
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Cav 3.1 al Cav 3.3 generan corrientes transitorias (tipo T) (Catterall et al., 2005;

Yang and Berggren, 2006).

Los diversos tipos de corrientes de calcio pueden ser distinguidos de forma
individual por sus propiedades biofisicas, asi como por su sensibilidad a diferentes
toxinas y farmacos (Catterall, 2000). La Tabla 1.1 resume la clasificacion de los

VGCC, sus propiedades biofisicas y farmacoldgicas.

Tabla 1.1 Clasificacion, propiedades electrofisiolégicas y farmacologia de los VGCC

DHP: Dihidropiridinas, w-Aga IVA: w -Agatoxina IVA, w-CTXG-VIA: w- Conotoxina G-VIA

TTA-P2: 3,5-dichloro-N-[1-(2,2-dimethyl-tetrahydro-pyran-4-ylmethyl)-4-fluoro-piperidin-4-
ylmethyl]-benzamide

Datos tomados de Catterall et al., 2003; Choe et al., 2011; Yang and Berggren, 2006).
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1.5.3 Expresién heterogénea de VGCC en las células beta

pancreaticas

Las células beta de las distintas especies y las lineas celulares de insulinoma
expresan diferentes tipos de canales de VGCC. Esta expresion es heterogénea,

teniendo en cuenta tanto el tipo de isoforma como el organismo o linea celular.

Canales tipo L

Es bien conocido que el influjo de calcio a través de los canales tipo L constituye la
principal via que desencadena la exocitosis de la insulina. Sin embargo, la expresién
de las distintas isoformas de los canales tipo L difiere entre las especies (Barg et
al., 2001; Liu et al., 2003; Seino, 1995, Horvath et al., 1998). Aunque las células
beta de roedores expresan las subunidades a1D (Cav 1.3) y a1C (Cav1.2), esta
aceptado que en las células beta pancreaticas de rata y en lineas celulares la
entrada de calcio esta dada principalmente por la isoforma Cav1.3. La entrada de
calcio a través de esta isoforma del canal esta relacionada estrechamente con la
secrecion de insulina (Davalli et al., 1996; Rosenbaum et al., 2001; Satin, 2000; Sher
et al., 2003; Yang and Berggren, 2006; Seino et al.,, 1992). Mientras que, se ha
descrito que el Cav1.2 es mas importante para la secrecion de insulina en ratones
(Schulla et al., 2003; Seino et al., 1992).

Es importante destacar que estas isoformas de los canales de calcio tipo L que
expresan las células 3 pancreaticas y lineas celulares secretoras de insulina, tienen
las mismas caracteristicas biofisicas que los canales presentes en neuronas: poca

0 ninguna inactivacion y alta sensibilidad a las DHP (Smith et al., 1989).

Canales tipo N

La aplicacion de toxinas bloqueadoras de canales ha permitido el estudio de las
corrientes residuales de calcio que no son inhibidas por las DHP. Esto facilito la
deteccion de los canales de calcio tipo N en células B de diferentes especies y en
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lineas celulares secretoras de insulina. Sin embargo, la expresién de estos canales
en las células beta pancreaticas sigue siendo controversial y varia ampliamente
entre especies. La isoforma Cav2.2 y el ARNm que la codifica ha sido identificado
en células B de rata, aunque estan expresados casi en igual proporcion en la

membrana plasmatica y en el citoplasma (Navarro-Tableros et al., 2007b).

Otros estudios han mostrado que los canales tipo N no estan presentes en células
B de ratén ni humanas (Braun et al., 2008). Sin embargo, su presencia en células
beta de raton es controversial, ya que otro trabajo mostré que la corriente mediada
por estos canales representa una parte importante de la corriente total de calcio
(Sher et al., 2003). La ausencia de estos canales en el pancreas humano ha sido
corroborado por (Davalli et al., 1996). En células beta caninas también se ha
observado que el Cav2.2 esta practicamente ausente (Pressel and Misler, 1991).
Ademas, le ha demostrado que las lineas celulares secretoras de insulina derivada
de insulinoma de ratas (INS-1) y la inducida por alta dosis de radiacion de rayos X,
también procedente de ratas, (RINm5F), expresan canales tipo N, aunque existen
datos controversiales sobre su expresion en células beta de ratas (Ramanadham
and Turk, 1994; Horvath et al., 1998).

Canales tipo P/Q

A diferencia de la corriente mediada por canales tipo N, la corriente tipo P/Q han
sido descritas tanto en células beta de ratas (Ligon et al., 1998) como humanas
(Braun et al., 2008). Este estudio en células beta humanas mostré que el bloqueo
de estos canales disminuye la capacitancia celular, una medida indirecta de la
exocitosis. Los canales Cav 2.1 también han sido detectados en una amplia
variedad de lineas celulares secretoras de insulina como las INS-1 y las RINm5F
(Magnelli et al., 1996; Pereverzev et al., 2002; Horvath et al., 1998).
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Canales tipo T

Por ultimo, los canales de calcio tipo T estan expresados en células beta
pancreaticas de rata y en islotes humanos (Ashcroft and Rorsman, 1989; Barnett et
al., 1995; Hiriart, M. and Matteson, 1988). Se ha planteado que la expresion de estos
canales corresponde a la isoforma Cav3.1 (Seino, 1995; Sher et al., 2003; Zhuang
et al., 2000). Sin embargo, no se han detectado en células beta de ratén en

condiciones fisiolégicas (Satin, 2000; Sher et al., 2003; Yang and Berggren, 2005).

1.5.4 Papel de los VGCC en la fisiologia de la célula beta y en

la secrecion de insulina

Canales tipo L

Los VGCC son proteinas esenciales en la fisiologia de la célula beta,
particularmente en el acoplamiento estimulo-secrecion de insulina. Esta muy bien
establecido que el influjo de calcio que conlleva a la exocitosis de la insulina en las
células beta pancreaticas, esta dado principalmente por los canales de calcio tipo L
(Hiriart et al., 2015) entre los que se encuentran principalmente los Cav1.3 (Davalli
et al., 1996; Satin, 2000; Schulla et al., 2003). Sin embargo, se conoce que otras
isoformas de los canales tipo L también estan presentes en las células beta de
roedores, particularmente el Cav1.2, el cual se ha sugerido que es mas importante

para la secrecion de insulina en ratones (Schulla et al., 2003; Seino et al., 1992).

Algunos trabajos han demostrado que los canales de calcio formados por la
subunidad a1D estan vinculados de forma preferencial a la secrecion de insulina
estimulada por glucosa (Liu et al., 2003). Esto estd en concordancia con los
hallazgos encontrados en ratones knockout para esta subunidad (a1D”), los que
desarrollan hiperglucemia y un estado de hipoinsulinemia (Namkung et al., 2001).
Sin embargo, otros autores han sugerido que la subunidad a1C esta asociada
principalmente a la primera fase de la secrecién de insulina. Esto ha sido apoyado
por experimentos realizados en ratones con deleciones en esta subunidad, los

cuales carecen de la fase de secrecion rapida (Barg et al., 2001; Safayhi et al., 1997;
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Schulla et al., 2003; Wiser et al., 1999). Debido a que Cav1.2 y Cav 1.3 tienen
caracteristicas biofisicas y farmacolégicas similares, ha sido complejo discernir
detalladamente la participacion individual de ambas isoformas en la corriente total

de calcio y en la secrecion de insulina.
Canales tipo N

La importancia fisioldgica de los canales de calcio tipo N en la secrecién de insulina
estimulada por glucosa se ha demostrado en las lineas celulares secretoras de
insulina RINm5F e INS-1. Sin embargo, hay que tener en consideracion que estas
células provienen de lineas tumorales que estan en division constante y su fisiologia

difiere de la de las células procedentes de cultivos primarios.

En el caso de las células beta de ratas existe debate sobre su papel en la secrecion
hormonal (Horvath et al.,, 1998; Ramanadham and Turk, 1994). Un estudio de
nuestro laboratorio demostré que la w- Conotoxina G-VIA, inhibidor especifico de
los canales de calcio tipo N, disminuye mas de un 70 % la insulina liberada en
presencia de 15.6 mM de glucosa, en células beta de ratas neonatas tratadas con
factor de crecimiento nervioso (NGF del inglés neuronal growth factor), 1o que
evidencia que estos canales son funcionalmente importantes en la regulacion de la
GSIS (Navarro-Tableros et al., 2007a).

Canales tipo P/IQy R

La participacion de los canales tipo R en la GSIS ha sido ampliamente estudiada en
la linea celular INS-1. Aunque algunos estudios han descartado la expresiéon de
estos canales en las células beta pancreaticas de rata (Pereverzev et al., 2002), se
ha planteado que esta isoforma participa particularmente en la segunda fase de la
secrecion. Ademas, se ha sugerido que las disfuncionalidades en estos canales
estan relacionadas con alteraciones en las células beta y que esto puede conducir
incluso al desarrollo de DM2 (Grabsch et al., 1999; Pereverzev et al., 2002; Vajna
et al., 1998, 2001).
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Canales tipo T

Los estudios encaminados a esclarecer el papel fisiolégico de los canales tipo T en
células beta de cultivos primarios son escasos. Sin embargo, se ha planteado que
estos canales podrian desempefiar un papel importante en la regulacion de la
secrecion de insulina, asi como en el desencadenamiento de la apoptosis de la
célula beta en respuesta a determinadas citocinas (Hiriart and Aguilar-Bryan, 2008).
Se ha propuesto que estos canales facilitan la secrecidon de insulina mediante una
potenciacion de la excitabilidad general de las células beta, lo que facilita a su vez
la activacion de los canales HVA (Bhattacharjee et al., 1997; Yang and Berggren,
2006). Otros estudios han planteado que estos canales contribuyen al

mantenimiento de la concentracion basal de calcio intracelular (Wang et al., 1999).

Un estudio previo en nuestro laboratorio demostré que el farmaco pimozida,
bloqueador de los canales tipo T, redujo la liberaciéon de insulina un 58 % en
condiciones estimulantes de glucosa, en células beta de ratas neonatas tratadas
con NGF, lo que sugiere la importancia de estos canales en la GSIS (Navarro-
Tableros et al., 2007a).

Adicionalmente se ha sugerido que los canales de calcio tipo T también estan
relacionados con la fisiopatologia de la célula beta. La actividad exacerbada de los
canales de calcio es comun en los estados de prediabetes. Particularmente, un
estudio mostré un aumento en las corrientes de calcio mediadas por canales T y L
en células beta de ratas Goto-Kakizaki (GK). Estas son ratas Wistar que desarrollan
espontaneamente DM2 sin obesidad y constituye un modelo genético de diabetes
mellitus (Kato et al., 1996).

Por su importancia en la generacion de la actividad eléctrica de las células beta
unido a los escasos estudios sobre estos canales en cultivos primarios de células

beta, estos canales nos resultaron importantes candidatos para el estudio de su
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expresion y propiedades biofisicas durante la maduracién de la célula beta, asi

como su papel en la secrecion de insulina basal y estimulada por glucosa.

1.5.5 Modulacion de los VGCC en células beta

Aunque la despolarizacion de la membrana es lo que determina la apertura selectiva
y la actividad de los VGCC, diversas biomoléculas y mecanismos pueden modular
la funcion de estos canales en las células beta pancreaticas. Entre estos se pueden
citar, la concentracion intracelular de calcio, la fosforilacion de proteinas, la
translocacién de los propios canales y la interaccion con otras proteinas y con
lipidos. A su vez, la regulacion a la alta o a la baja de la expresién y/o funcion de los
VGCC se refleja en variaciones en la exocitosis hormonal, lo que da como resultado

una mayor o menor cantidad de insulina secretada (Yang and Berggren, 2005).

Particularmente, las cinasas de proteinas desempefian un importante papel en la
modulacién de los VGCC. La fosforilacion de los canales propicia la formacion de
complejos cinasa-canal, factores esenciales en el control de la concentracién
intracelular de calcio. Los VGCC en las células beta pancreaticas estan modulados
por diferentes cinasas: la activacion de la cinasa dependiente de monofosfato ciclico
de adenosina (AMPc, PKA) incrementa la secrecion de insulina mediada por Ca?*
(Yang and Berggren, 2005); la proteina cinasa C (PKC) tiene un papel tonico en el
mantenimiento de la funcidn de los canales y en el acoplamiento entre el estimulo y
la secrecion (Arkhammar et al., 1994); la cinasa dependiente de monofosfato ciclico
de guanosina (GMPc, PKG) aumenta el influjo de calcio mediado por canales tipo
L y la cinasa dependiente de Ca?*/calmodulina tipo Il (CaMKII) media la inactivacion

dependiente de calcio de los canales tipo L (Yang and Berggren, 2005).

La senalizacion mediada por cinasas de tirosina también desempefia un papel
importante en la regulacién de la diferenciacién, proliferacion y sobrevivencia de las
células beta pancreaticas (Navarro-Tableros et al., 2004; Welsh et al., 2000).
Ademas los estudios han mostrado que la estimulacion de los receptores de insulina

contribuye, al menos de forma parcial, al aumento en el calcio intracelular mediado
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por el influjo catidnico a través de los VGCC. Aunque este mecanismo no esta
totalmente dilucidado, no se descarta la posibilidad de que estas cinasas modulen

a los VGCC mediante fosforilaciones (Yang and Berggren, 2005).

La activacion de otros receptores con actividad cinasa de tirosina, como el receptor
de alta afinidad (TrkA) al NGF, produce efectos a corto y largo plazo en las células
beta, entre los que destacan el aumento en la densidad de corriente de bario
mediada por VGCC (Navarro-Tableros et al., 2007a; Rosenbaum et al., 2001).

Se conoce que varios tipos de fosfatasas de proteinas estan presentes en las
células beta pancreaticas, pero su inhibicién no tiene efecto sobre la actividad
eléctrica de los VGCC en las células beta de raton. Sin embargo, se mostré que
aumentan notablemente la corriente de calcio en la linea celular secretora de
insulina RINm5F, lo que se traduce en un aumento en la secrecién de insulina
(Ammala et al., 1994). Esto indica que al menos en algunas lineas celulares, los
VGCC pudieran estar en contacto con fosfatasas de proteinas que se encuentran
activas ténicamente y que mantienen un efecto dominante sobre las cinasas de
proteinas, por lo que pueden ser sensibles a la inhibicidn de dichas fosfatasas (Yang
and Berggren, 2005).

No son solamente proteinas las que pueden interactuar con los canales idnicos.
Diversos lipidos como los AGL también pueden modular directa o indirectamente a
los VGCC y a la secrecion de insulina (Antollini y Barrantes, 2016; Ordway et al.,

1991). En esta modulacion mediada por AGL se profundizara mas adelante.

De acuerdo con todo lo anterior, los VGCC no operan como proteinas aisladas, sino
que estan asociados a otras moléculas que participan en la regulacion de su transito
a la membrana (Altierab et al., 2002), el direccionamiento hacia sitios especificos y
Su asociacion con otras moléculas con las cuales forman complejos especializados
en la transduccién de diversas senales (Yang and Berggren, 2005). Es por ello que
en este estudio también nos resulté interesante estudiar los AGL, particularmente el
palmitato, como moduladores de los VGCC y de la secrecion de insulina en células

beta.
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1.6 Papel de los acidos grasos libres en la fisiopatologia de la

célula beta

1.6.1 Acidos grasos libres

Los acidos grasos libres también conocidos como acidos grasos no esterificados,
son biomoléculas liberadas por los adipocitos hacia el torrente sanguineo. Los AGL
pueden circular libres en la sangre o como triglicéridos formando parte de las
lipoproteinas. Son sintetizados en los adipocitos producto de la hidrdlisis de los
triglicéridos, proceso que es mediado por la lipasa sensible a hormona e inhibido
por la insulina. Los AGL son constituyentes de las membranas bioldgicas, se
sintetizan y catabolizan continuamente en las células y son una importante fuente

de energia durante condiciones de ayuno. (Hiriart et al., 2014; Ordway et al., 1991).

Ademas, la actividad de muchas proteinas de membrana, incluyendo los canales
ionicos, esta modulada por la composicion lipidica de las membranas en las que
estan insertadas. Cada vez es mayor el énfasis que hacen los investigadores en el
papel regulador de los AGL teniendo en cuenta sus propiedades fisico quimicas.
Aunque hasta la actualidad no hay una opinidon consensuada que explique los
mecanismos mediante los cuales este tipo de lipidos modula las proteinas de
membrana, es muy probable que sean de naturaleza multifactorial (Antollini and
Barrantes, 2016).

Los AGL constituyen moléculas sefalizadoras en una gran variedad de procesos
bioldgicos en diversos tipos celulares (Ordway et al., 1991), incluyendo las células
B. A su vez, es reconocido que la disfuncién en el metabolismo de los AGL conduce
al desarrollo de enfermedades cardiovasculares, obesidad, hipertension,
condiciones proinflamatorias, sindrome metabdlico, DM2 y enfermedades
neurologicas relacionadas con alteraciones en el equilibrio de la insulina en el

cerebro (Virmani et al., 2015).
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Particularmente, los AGL estan intimamente relacionados con la fisiopatologia de
las células beta pancreaticas. El exceso de AGL circulantes es uno de los
principales contribuyentes al desarrollo de la resistencia a la insulina (Delarue and
Magnan, 2007). Se ha asociado su presencia con el desarrollo de patologias como
el sindrome metabdlico y la diabetes mellitus, aspectos en los que se profundizara

mas adelante.

1.6.2 Efectos de los AGL sobre los VGCC en las células beta

La modulacion de los canales de calcio dependientes de voltaje por AGL puede
resultar en un aumento en la duracion y la amplitud de los potenciales de accion y/o
la hiperpolarizacion/despolarizacion de las membranas celulares, lo que determina

la inhibicion o potenciacion de la excitacion celular (Ordway et al., 1991).

Las acciones de los AGL sobre los canales idnicos pueden ser de dos tipos: directas
e indirectas. Los efectos indirectos pueden deberse a alteraciones en la forma y
fluidez de la bicapa lipidica y tienen lugar a través de vias de transduccion de
sefales. En contraste, los efectos directos resultan de la interaccion fisica de los

acidos grasos con el canal iénico en si (Lundbaek, 1994; Ordway et al., 1991).

Existen varios ejemplos de interacciones directas entre AGL y proteinas. Diversos
estudios bioquimicos han demostrado que los acidos grasos actuan directamente
sobre una variedad de enzimas, lo que ha sugerido un mecanismo de accion similar
sobre los canales iénicos. Entre los sitios de union a acidos grasos definidos en
diversas proteinas, los de la albumina han sido los mejores estudiados. Es por ello
que desde hace varias décadas se ha sugerido la existencia de sitios de unién
analogos en los canales idnicos, ya sea dentro de la bicapa o en el ambiente acuoso
(Ordway et al., 1991).

Muchos de los efectos indirectos de los AGL sobre los canales idnicos estan
relacionados con alteraciones en las propiedades mecanicas de las membranas
biologicas. Esto se ha propuesto como un mecanismo general por el cual se puede

alterar la funcién de una proteina de membrana (Lundbaek, 1994).
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Las acciones indirectas de los AGL incluyen interacciones complejas en las que
intervienen diversos componentes de vias de sefalizacion celular y vias
metabdlicas, por ejemplo las proteinas cinasas. Como ya se menciond, en las
células beta pancreaticas los canales de calcio estan modulados por diferentes
cinasas: la PKA que aumenta la secrecion de insulina mediada por calcio (Yang and
Berggren, 2005); la PKC que mantiene el estado de fosforilacion de los canales de
calcio tipo L (Arkhammar et al., 1994) y la CaMKII que es la responsable de la

inactivacion mediada por calcio de los canales tipo L (Yang and Berggren, 2005).

El papel de las proteinas cinasas es de gran importancia en la regulacion de los
canales de calcio sensibles a voltaje. La fosforilacién de estos canales provoca la
formacion de complejos entre la cinasa y el canal, que son esenciales en la

regulacion de los niveles de calcio intracelular (Linden and Routtenberg, 1989).

La modulacion de los canales por AGL puede resultar en un aumento en la duracion
y la amplitud de los potenciales de accion y/o la hiperpolarizacién/despolarizaciéon
de las membranas celulares, lo que determina la inhibicién o potenciacion de la

excitacion celular (Ordway et al., 1991).

A su vez, los efectos de los AGL sobre los canales idnicos son dependientes del

tiempo y de la concentracion (Graciano et al., 2011; Nolan et al., 2006).

Uno de los AGL mas estudiados es el palmitato, entre otras razones, por ser el mas
comun en la sangre. La exposicion aguda a este AGL aumenta la concentracion de
calcio intracelular potenciando asi la secrecion de insulina por un mecanismo
independiente al del canal Katr. Se ha demostrado que el palmitato aumenta la
densidad de corriente mediada por canales de calcio tipo L y el numero de granulos
de insulina liberados en células B de raton (Olofsson et al., 2004). Otros estudios
utilizando islotes pancreaticos han revelado también que el palmitato aumenta la
concentracion intracelular de calcio (Warnotte et al., 1994). Incluso, se ha planteado
que este AGL, en exposicion aguda, podria también modular la actividad de otro
tipo de canales (Komatsu et al., 1999; Prentki et al., 2002).
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Ademas, es conocido que la exposicidon crénica de las células beta a AGL provoca
la pérdida de la agregacion de los canales de calcio en la membrana. Esto podria
llevar a que los granulos competentes liberados no estén expuestos a las
concentraciones exocitdticas adecuadas de calcio intracelular durante los
potenciales de accion de estas células. Se ha sugerido que esta disociacion de los
complejos granulos/canales de calcio podria tener consecuencias funcionales
criticas, sobre todo teniendo en cuenta que estas células presentan una
relativamente baja densidad de canales de calcio comparado con otras células
endocrinas como por ejemplo las células cromafines. Se cree que esto contribuye a
que las células beta puedan suprimir la secrecion de insulina durante condiciones

de ayuno/inanicion (Rorsman et al., 2012).

En contraste, un trabajo realizado en células beta de ratas GK (modelo de ratas no
obesas con DM2) reveld que la concentracion intracelular de calcio no aumenta ante
un incremento en los AGL en el plasma. Estos autores si encontraron cambios
discretos en la exocitosis, 1o que se manifesté como una reduccién de alrededor de

un 50 % en la sensibilidad al calcio (Rose et al., 2007).

Varios hallazgos indican que el aumento de calcio mediado por AGL en las células
beta comprende dos componentes: la movilizacidn de los almacenes internos como
el reticulo endoplasmico (RE) y el influjo a través de los VGCC presentes en la
membrana plasmatica (Tian et al.,, 2008). Sin embargo, existe controversia en
cuanto a si los efectos de los AGL en estas células son directos o indirectos
(Fujiwara et al., 2005).

Un estudio que empled modelos matematicos de dinamicas de calcio, exocitosis y
secrecion, mostrd el papel de la redistribucion de los canales de calcio en la
respuesta exocitotica y secretora desacoplada de las células beta expuestas a
palmitato (Pedersen, 2010). Existe una fuerte evidencia de la existencia de un
acoplamiento fisico directo entre los granulos de insulina disponibles
inmediatamente para la liberacion y los canales de calcio tipo L (Wiser et al., 1999).
Los modelos de este estudio sugirieron que la exposicidon cronica a palmitato
ocasiona la pérdida de los clusters de canales de calcio, lo que induce la disociacion
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de los canales de los granulos secretores. Este autor también planted que la unién
de los granulos a los canales de calcio podria inducir un cambio conformacional en
la maquinaria exocitética que altere la sensibilidad al calcio, alcanzandose un estado
altamente sensible a calcio posterior a la disociacion granulos-canales (Pedersen,
2010).

Ademas de las investigaciones en cultivos primarios, se han realizado otros estudios
en lineas celulares secretoras de insulina. En este sentido se ha visto que el
palmitato provoca un aumento dependiente de glucosa en el calcio intracelular en
la linea celular de insulinoma derivada de células beta pancreaticas de hamster
(HIT-T15). Esta modulacion esta dada por la movilizacién del calcio de las pozas
intracelulares y por la estimulacién del influjo de calcio a través de los canales
sensibles a voltaje. Estos autores sugirieron que el efecto del palmitato esta
mediado por la entrada y el metabolismo del acido graso en la mitocondria (Remizov
et al., 2003).

1.6.3 Modulacion de la secreciéon de insulina por AGL en las

células beta

Las sefales derivadas de lipidos son necesarias para la secrecion normal de
insulina (Koyama et al., 1997) y se conoce que compuestos como la coenzima A de
cadena larga (CoA), malonyl-CoA y el DAG son requeridos por las células beta
(Corkey et al., 1989; Prentki et al., 2002). A pesar de que desconocen los
mecanismos exactos, se ha sugerido que los acidos grasos de cadena larga pueden
modular blancos intracelulares que estimulan la secrecién de insulina (Latour et al.,
2007; Prentki; and Corkey, 1996) o formar complejos lipidicos como el DAG, que
interaccionan con proteinas de los granulos de secrecion promoviendo la fusion de

las vesiculas con insulina (Kwan et al., 2006).

Durante el ayuno, los acidos grasos se encuentran libres en el citoplasma de la
célula B, son canalizados hacia la mitocondria para la $-oxidacion y generacion de

ATP (Nolan and Prentki, 2008) y no promueven la secrecién de insulina. Sin
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embargo, en el posprandio el aumento en la concentracion de glucosa plasmatica
no solo promueve la secrecion de insulina por medio del cierre de los canales Kartp,
sino que también contribuye a la anaplerosis celular. El citrato producido en la
mitocondria por el metabolismo de la glucosa forma malonil-CoA en el citosol
(Roduit et al., 2004) el cual evita la B-oxidacion inhibiendo a la carnitina palmitoil
transferasa 1 (CPT-1), lo que conduce a la acumulacion de acidos grasos de cadena

larga, los cuales pueden estimular la secrecion de insulina.

Sin embargo, es bien conocido que los AGL juegan un importante papel en la
disfuncion de las células 3 en condiciones patolégicas como la obesidad y la DM2.
Estd demostrado que la secrecion de AGL por los adipocitos aumenta en estados
de obesidad. Por otro lado, se sabe que la DM2 se caracteriza por una insuficiente
secrecion de insulina en respuesta a elevadas concentraciones de glucosa
plasmatica (Weyer et al., 1999). Precisamente, esta secrecion de insulina
disminuida correlaciona fuertemente con la obesidad (Kahn et al., 2006) y los niveles
elevados de AGL (Boden and Shulman, 2002). Ademas, la ingesta de acidos grasos
saturados se ha asociado con la hiperinsulinemia y la resistencia a la insulina
(Yaney and Corkey, 2003). En diversos estudios se ha comprobado que el aumento
en las concentraciones de AGL circulantes conlleva a un aumento de la resistencia
a la insulina periférica en una manera dependiente de la concentracion, tanto en
individuos obesos no diabéticos como en pacientes con DM2 (Roden et al., 1996;

Santomauro et al., 1999).

Es por ello que, desde hace décadas, se ha propuesto que la diabetes es tanto un
desorden lipidico como de intolerancia a la glucosa, y que sefales metabdlicas
convergentes vinculan fuertemente a la diabetes con la obesidad (Prentki; and
Corkey, 1996).

Los efectos de los AGL sobre la secrecidn de insulina, al igual que sobre los VGCC
expuestos anteriomente, dependen tanto de la concentracién del acido graso como

del tiempo de exposicion (Carvalho et al., 2006).

Teniendo en cuenta el tiempo de exposicion al acido graso, se ha comprobado que

una elevacion transitoria en los AGL estimula la actividad eléctrica de las células
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beta (Fernandez and Valdeolmillos, 1998) lo que potencia la GSIS; mientras que un
aumento sostenido en los AGL desajusta este proceso (Graciano et al., 2011; Nolan
et al., 2006). Otros autores han demostrado que posterior a una exposicion aguda
a los AGL (1-3 h), aumenta la secrecion de insulina (Sako and Grill, 1990) y que
éstos juegan un papel fundamental en la modulacién del efecto estimulante de la
glucosa (Warnotte et al.,, 1994). Estudios mas recientes han mostrado que la
exposicion al palmitato durante 48 h reduce la GSIS por un mecanismo
independiente de la produccion de ceramidas. Estos autores encontraron una
reduccion en la activacion de la CaMKIl y de la proteina cinasa regulada por sefal
extracelular (ERK) (Del inglés extracellular signal-regulated kinase), lo cual podria

estar relacionado con el desacople en la secrecion de insulina (Watson et al., 2011).

En cuanto a los efectos dependientes de la concentracion del AGL, se ha informado
que concentraciones bajas de palmitato promueven la secrecidn de insulina,
mientras que concentraciones altas la inhiben. En las ultimas décadas la exposicion
constante de las células beta a AGL como el palmitato, se ha relacionado con la
pérdida de la GSIS y con aumento en la apoptosis (Bollheimer et al., 1998; Maedler
et al., 2003; Zhou and Grill, 1994), aunque el mecanismo aun no esta

completamente entendido.

La exposicion cronica a los AGL disminuye la GSIS. Cuando los islotes de rata
fueron expuestos a palmitato durante 48 h se observé un aumento en la secrecion
basal de insulina pero una marcada inhibicion en la GSIS (Zhou and Grill, 1994).
Estudios mas recientes han mostrado que el tratamiento con palmitato durante 48
h reduce la GSIS por un mecanismo independiente de la produccidén de ceramidas.
Estos autores reportaron una disminucion en la activacion de la CaMKII, lo cual
podria estar relacionado con el desacople en la secrecion de insulina (Watson et al.,
2011). También se ha propuesto que los AGL inducen una alta tasa de oxidacion,
lo que aumenta la expresion de CPT-1 (Assimacopoulos-Jeannet et al., 1997). La
exacerbada oxidacion de acidos grasos puede promover la insensibilidad de la

célula a la glucosa, lo que resulta en la pérdida de la GSIS.
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Existen varios mecanismos por los cuales los AGL disminuyen la GSIS: (1) La
oxidacion de AGL es inhibida por la glucosa. La presencia de glucosa elevada y
AGL favorece la acumulacién de citrato, el precursor del malonil-CoA, lo cual inhibe
a la enzima responsable de transportar los acidos grasos a la mitocondria y la
acumulacién de acyl-CoAs de cadena larga. (2) Los AGL activan a los canales Katp
en las células B y es bien conocido que la apertura de estos canales bloquea la
GSIS (Larsson et al., 1996). (3) Los AGL aumentan la expresion de la proteina
desacoplante de la funcion mitocondrial (UCP-2) (Del inglés mitochondrial
uncoupling protein 2), y es conocido que la sobreexpresion de la UCP-2 inhibe la
sintesis de ATP. Las proteinas transportadoras son canales de protones que se
encuentran en la membrana externa de las mitocondrias que desacoplan el
gradiente electroquimico producido por la cadena respiratoria, lo que evita formar
ATP (Rousset et al., 2004). (4) La acumulacién de triglicéridos en las células B es
inducida por los AGL y se ha sugerido que la GSIS esta inversamente relacionada

con el contenido de triglicéridos en los islotes (Dubois et al., 2004).

Otro estudio revelod que los efectos lipotoxicos de los AGL estan mediados, en gran
medida, por la acumulacién de triglicéridos y el aumento en la UCP-2 en las células
B (Yamashita et al., 2004).

Es conocido que los AGL actuan a través de receptores acoplados a proteinas G,
entre los que destacan GPR40 y GPR120. Se ha visto que los AGL amplifican la
secrecion de insulina estimulada por glucosa por medio de un mecanismo que
incluye la sehfalizaciéon a través de estos receptores y la disminucion de las
corrientes de K+ en las células B por medio de la via de AMPc-PKA, lo que facilita
la entrada de calcio a través de canales de calcio dependientes de voltaje y la
secrecion de insulina (ltoh et al., 2003; Zhao et al., 2006).

El GPRA4O0, receptor de acidos grasos de cadena larga, amplifica la exocitosis de la
insulina mediante acciones mediadas por DAG, PKC, IP3, el aumento del influjo de
calcio y la reduccién de la conductancia de los canales de potasio activados por
voltaje (Hiriart et al., 2015). Otro estudio, en concordancia con el anterior, mostro

que los AGL amplifican la secrecién de insulina estimulada por glucosa mediante un
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efecto indirecto, especificamente a través de la activacién de la PKC (Thams and
Capito, 2001). Ademas, la activacion del receptor GPR40 promueve la entrada de
calcio intracelular, lo que induce la activacion de la via de la fosfolipasa C. Esto
explica, en gran medida, el efecto neto sobre la secrecion de insulina, ya que es
bien conocido que el aumento en la concentracion citosolica de calcio mediado
fundamentalmente por canales de calcio tipo L desempefia un papel esencial en la

secrecion de insulina (Hiriart and Aguilar-Bryan, 2008).

Otros hallazgos que han permitido explicar mecanisticamente los efectos de los
AGL sobre la secrecidn de insulina incluyen el aumento en los niveles de la proteina
asociada al sinaptosoma de 25 KDa (SNAP-25), la proteina asociada al
sinaptosoma de 25 kDa que participa en la exocitosis de las vesiculas de insulina,

en islotes de raton expuestos al palmitato (Zraika et al., 2004).

Ademas, los AGL inhiben la expresion del gen de insulina en las células (. El
palmitato reduce significativamente los niveles de ARNm de preproinsulina a
elevadas concentraciones de glucosa, con un decremento asociado en las

cantidades de insulina en los islotes de rata (Jacqueminet et al., 2000).

Los efectos de los AGL también estan relacionados con el estado apoptético que
pueden inducir en las células beta y otros tipos celulares. Un estudio mostrd que los
AGL aumentan el estrés del RE en la linea celular INS-1E, lo que lleva a la apoptosis
por medio de las acciones del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras

kappa de las células B activadas (NF-kB) (Kharroubi et al., 2004).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las células beta pancreaticas fetales y de animales neonatos se consideran
inmaduras porque secretan muy poca insulina y son incapaces de secretar mas
insulina cuando aumenta la concentracion extracelular de glucosa. Durante el
desarrollo la célula beta adquiere la madurez funcional que le permite secretar las
cantidades necesarias de insulina y responder adecuadamente a los cambios en la
concentracion de glucosa extracelular. En la etapa adulta las células betas son
consideradas maduras y pueden detectar los cambios en la concentracion
extracelular de glucosa (Navarro-Tableros et al., 2007b) . En esta etapa la secrecion
de insulina presenta un comportamiento bifasico, con una primera fase rapida y una

segunda fase de secrecion sostenida (Vignali et al., 2006).

Durante la etapa fetal la madre es la responsable de la homeostasis de la glucosa.
Sin embargo, posterior al nacimiento la nutricion se hace dependiente de la
disponibilidad de alimentos y la necesidad de mantener la glicemia podria ser una
fuerza impulsora para que las células beta maduren y secreten insulina en respuesta
a la concentracion de nutrientes. Otra ventana critica en el desarrollo de la célula
beta es el destete (dia 20 en las ratas de experimentacién). El cambio de una dieta
alta en grasa a otra rica en carbohidratos puede conducir a modificaciones en la
maquinaria de respuesta celular que contribuyen a las condiciones de
hiperinsulinemia y de resistencia a la insulina fisiolégica que caracterizan a este
periodo de ablactacion en los animales (Aguayo-Mazzucato et al., 2006). Sin
embargo, hay que destacar que este destete en el caso de las ratas utilizadas en
este estudio fue paulatino y no de un dia para otro, pues las crias desde el dia
posnatal 11, ademas de la leche materna también comienzan a ingerir parte de los

pellets de los que se alimentan sus madres.

Los cambios fisioldgicos que se producen durante el desarrollo posnatal pueden
estar intimamente relacionados con los componentes de la maquinaria de
acoplamiento entre el estimulo y la secrecion de la célula beta, entre los cuales

juegan un papel esencial los canales ionicos.
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Los canales de calcio sensibles a voltaje juegan un papel fundamental en el
mecanismo de secrecion de insulina estimulada por glucosa y en general en
distintos aspectos de la fisiologia de la célula beta. (Hiriart et al., 2015; Yang and
Berggren, 2005). Esta bien demostrado que los canales de calcio tipo L son los
principales responsables de la exocitosis de la insulina. En el caso de los canales
tipo T, aunque se ha planteado que estos canales podrian desempefiar un papel
importante en la regulacion de la secrecion de insulina mediante la potenciacion de
la excitabilidad general celular (Bhattacharjee et al., 1997; Yang and Berggren,
2006) asi como en el desencadenamiento de la apoptosis de la célula beta en
respuesta a citocinas (Hiriart and Aguilar-Bryan, 2008), los estudios encaminados a

esclarecer su papel fisiolégico en las células beta son muy escasos.

Estudios previos en nuestro laboratorio han mostrado que la densidad de corriente
de bario es menor en células neonatas que en adultas (Navarro-Tableros et al.,
2007b). Ademas, un microarreglo revelé que los niveles de expresidn de genes
relacionados con la fisiologia de la célula beta, entre los que se encuentran genes
que codifican para canales idnicos, son mayores en células adultas que en células
de 20 dias (Larqué et al., 2016). Es por todo lo expuesto anteriormente que nos
resulté de especial interés profundizar en los estudios relacionados con la
maduracion de la célula beta, con particular énfasis en la expresion y las
caracteristicas fisiologicas de los canales de calcio LVA y HVA durante el desarrollo
posnatal de la célula beta. Profundizar en el conocimiento de cédmo se lleva a cabo
la maduracion de la célula beta puede contribuir a una mejor comprensiéon de su
fisiologia asi como de las patologias relacionadas con alteraciones en su

funcionamiento.

Por otro lado, es conocido que los acidos grasos libres constituyen importantes
moléculas sefializadoras en una gran variedad de procesos celulares (Ordway et
al., 1991), y entre ellos se encuentran los relacionados con las células beta. El
exceso de AGL circulantes es uno de los principales contribuyentes al desarrollo de
la resistencia a la insulina (Delarue and Magnan, 2007). Se ha asociado su

presencia con el desarrollo de patologias como la obesidad, el sindrome metabdlico
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y la diabetes mellitus (Virmani et al., 2015). Ademas, se sabe que su papel en la
disfuncion de las células beta esta relacionado con la actividad de canales ionicos,
entre ellos, los VGCC (Graciano et al., 2011; Nolan et al., 2006).

Es por eso que ademas de estudiar la expresion diferencial y las propiedades
electrofisiologicas de los canales LVA y HVA, nos resultdé relevante estudiar la
funcionalidad de estos canales, especificamente la relacionada con su papel en la
secrecion de insulina y con la modulacion de su actividad eléctrica por palmitato,
uno de los AGL mas estudiados y abundantes en el organismo. Estas condiciones
pudieran correlacionarse con las que estan presentes en desérdenes como la

obesidad y el sindrome metabadlico.
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3. HIPOTESIS

Las densidades de corrientes de calcio LVA y HVA son mayores en las células beta

de ratas adultas comparado con las células de animales neonatos y de 20 dias.

La actividad de los canales de calcio se incrementa en células beta expuestas a

concentraciones bajas de palmitato.

46



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivos generales

- Caracterizar las propiedades electrofisiologicas y la expresion de los canales de
calcio LVA Y HVA durante el desarrollo posnatal de la célula beta pancreatica de

rata (etapas neonatal, P20 y adultas).

- Analizar el efecto modulador del palmitato sobre la actividad de los canales de
calcio LVA y HVA y sobre la secrecion de insulina en las células beta pancreaticas

de rata.

4.2 Objetivos especificos

- Determinar la presencia de la corriente de calcio mediada por canales LVA durante

el desarrollo posnatal de las células beta pancreaticas de rata.

- Comparar las propiedades electrofisiolégicas de los canales LVA y HVA durante

el desarrollo posnatal de las células beta pancreaticas de rata.

- Analizar los cambios en la expresion de las tres isoformas de los canales LVA o

tipo T durante el desarrollo posnatal de las células beta pancreaticas de rata.

- Evaluar el efecto de farmacos bloqueadores de los canales LVA y HVA sobre las

corrientes de calcio en células beta adultas.

- Analizar la contribucion de los canales LVA y HVA a la secrecion de insulina basal
y estimulada por glucosa en células beta adultas mediante el uso de farmacos

bloqueadores.

- Evaluar los efectos moduladores agudos y cronicos de distintas concentraciones
de palmitato sobre los canales de calcio y la secrecion de insulina basal y estimulada
por glucosa en ceélulas beta adultas.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Reactivos y materiales

Los reactivos fueron obtenidos de las siguientes fuentes: colagenasa P, albumina
sérica bovina (BSA), Ficoll 400, palmitato de sodio, azul tripan, acido 4-(2-
hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfénico (HEPES), poli-L-lisina, proteina A de
Staphylococcus aureus, tripsina, insulina, complemento de cobayo, cloruro de
niquel (Il) y todas las sales de los registros electrofisioldgicos de Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO); mibefradil, nifedipina, anticuerpo primario policlonal IgG levantado en
conejo contra las subunidades a1G, a1H y a1l de rata de Alomone Labs (Jerusalem,
Israel); anticuerpo secundario IgG conjugado a FITC levantado en cabra contra IgG
de conejo y anticuerpo secundario conjugado a Alexa Fluor 647 levantado en cabra
contra cobayo de Jackson ImmunoResearch (West Grove, USA); anticuerpo contra
insulina levantado en cobayo (Strategic Biosolution, Newark, DE); tetrodotoxina
(TTX) de Calbiochem (La Jolla, CA); (R)-2-(4-ciclopropilfenil)-N-(1-(5-(2,2,2
trifluoroetoxi) piridin 2-il) etil) acetamida (TTA-Az) gentiimente donado por Merck
(West Point, PA) al Dr. Juan Carlos Gomora; cajas Petri de cultivo de Corning
(Corning, NY); solucion de sales balanceada Hanks, RPMI-1640, solucion de
penicilina-estreptomicina, suero bovino fetal (SBF) y solucién de L-glutamina de

Thermo Fisher Scientific Inc (Massachusetts, USA).

5.2 Animales de experimentacién

Todos los métodos utilizados en este estudio fueron aprobados por el Comité de
Cuidado de Animales del Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional
Autonoma de México. El trabajo con animales fue realizado de acuerdo a los
principios rectores internacionales para la investigacién biomédica en animales,
Consejo de Organizaciones Internacionales de Ciencias Médicas, 2010. Las ratas
Wistar macho neonatas (1 dia posnatal), de 20 dias y adultas jovenes de dos meses
de edad (250-280 g) fueron obtenidas del Bioterio local, mantenidas en un ciclo de
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luz-oscuridad 14:10 h (0600—-2000), con la dieta de laboratorio estandar para ratas

y agua ad libitum.

5.3 Cultivo de células beta pancreaticas

El dia de cada experimento, cuatro animales por cultivo, sin ayuno previo, fueron
anestesiados por via intraperitoneal con pentobarbital sodico (40 mg/kg), vy
sacrificados por dislocacion cervical después de la diseccion de los pancreas. Las
células beta pancreaticas fueron obtenidas de ratas Wistar macho neonatas, de 20
dias y adultas jovenes (250-280 g) siguiendo un procedimiento previamente descrito
(Aguayo-Mazzucato et al., 2006). Los islotes pancreaticos fueron aislados vy
separados del tejido acinar por una digestion con colagenasa P (0.5 mg/mL) en
solucion de sales balanceada Hanks y centrifugacion en gradiente de Ficoll. Los
islotes limpios fueron separados manualmente.

La disociacion de las células se realizé mediante la incubacion de los islotes en un
bafo con agitacion constante por 5 minutos a 37 °C en solucion Spinner libre de
calcio, con 15 mmol/L de glucosa, 0.5 % de BSA y 0.01 % de tripsina, seguida de
agitacion mecanica. Previo a los experimentos, las células fueron cultivadas por 24-
48 horas en medio RPMI-1640 (11.6 mmol/L de glucosa) con 10 % de SBF, 200 uM
de L-glutamina, 200 unidades/mL de penicilina G, 200 pg/mL de estreptomicina y
0.5 ug/mL de anfotericina B, lo que les permitié recuperarse de la disociacion. La
concentracion de glucosa utilizada en el medio de cultivo mantiene la funcién y

supervivencia celular.

5.4 Preincubacion de las células beta pancreaticas con palmitato

Previo a los experimentos de evaluacion de los efectos del palmitato sobre la
secrecion de insulina y la actividad de los canales de calcio, las células beta adultas
fueron preincubadas con 0.25, 0.5 y 1 mM del acido graso durante 5 minutos, 1, 24
y 48-72 horas. El palmitato fue disuelto en BSA al 25 %.
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5.5 Registros electrofisiolégicos

Las corrientes macroscopicas de calcio sensibles a voltaje se registraron mediante
la técnica de fijacion de voltaje en microareas de membrana en la configuracion
célula completa (Hamill et al., 1981) y se utilizdo Ca?* como acarreador de carga. Se
empled un amplificador de sefial Axopatch 200A (Axon Instruments, Foster City, CA)
y todos los experimentos se realizaron a 22 °C. Se utilizaron tubos capilares KIMAX-
51 (Kimble Glass, Vineland NJ) para los electrodos, los cuales tuvieron una
resistencia en la punta de 2-4 MQ. Las puntas de los electrodos se recubrieron con
cera dental. La solucion externa consistié de (mmol/L): 130 NaCl, 5 KCI, 10 HEPES,
2 MgCI2, 5 CaCl2 'y 10 de Glucosa, pH 7.3. La solucién interna contenia (mmol/L):
120 CsAsp, 10 CsCl, 5 CsF, 10 HEPES, 2.5 BAPTA y 2 de ATP, pH 7.3. Las
corrientes de sodio se bloquearon con la adiciéon de 100 nmol/L de TTX a la solucién
externa.

Los transitorios capacitivos de la pipeta fueron cancelados antes de romper la
membrana y la capacitancia celular total se determind por la integracion digital de
los transitorios capacitivos con pulsos de +10mV a partir de un potencial de
mantenimiento de -80 mV. Los transitorios capacitivos de la célula fueron
cancelados y las resistencias en serie fueron compensadas utilizando el circuito
interno de fijacion de voltaje. Los transitorios capacitivos lineales asi como las
corrientes de fuga se sustrajeron mediante un procedimiento en linea P/2.

Los protocolos de registro utilizados para el andlisis de las corrientes de calcio
consistieron de 1) protocolo de rampa de voltaje de -80 a +60 mV, de 500 ms de
duracion y pendiente de 0.5 mV/ms y 2) protocolo de pulsos despolarizantes
cuadrados de -60 a +40 mV con incrementos de 5 mV y 40 ms de duracién. El
potencial de mantenimiento fue -80 mV. Se analizaron las corrientes macroscépicas
de calcio de células beta con capacitancias entre 4.5y 11 pF.

Las curvas de activacion de la corriente de calcio (ICa?*) HVA fueron obtenidas por
la conversion de los valores de la corriente al pico a conductancias (G)

G ICa?** = ICa** / (Vm — ErCa?*)
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Donde /Ca?* es el valor de la corriente al pico, Vm es el potencial de pulso comando
y ErCa®* es el potencial de inversion aparente, obtenido por la extrapolacién de las
relaciones |-V, el cual en la mayoria de los casos fue ~ +40 mV.

Los valores de conductancia fueron normalizados y ajustados a una relacién de

Boltzmann:

G/Gmax = {1 + exp [-(V — Va1/2)/ka}-1

Donde G es la conductancia al pico de ICa?*, Gmax es la conductancia maxima de
ICa?*, Va1/2 es el punto medio de la curva de activacion y ka es el factor de

activacion.

Los bloqueadores especificos de los canales de calcio: nifedipina (5 uM), mibefradil
(1y 10 pyM), TTA-A2 (10 y 50 uM) y cloruro de niquel (50 uM) fueron aplicados

utilizando un Picospritzer (General Valve; Fairfield, NJ).

5.6 Doble inmunotincion de insulina y subunidades a1 de los

canales de calcio LVA en células aisladas

Las células aisladas en cultivo fueron fijadas en paraformaldehido (PFH) al 2 % en
sales de fosfato amortiguadoras (PBS) (Del inglés phosphate buffered saline) por
30 minutos a temperatura ambiente, lavadas y permeabilizadas con una solucion de
bloqueo que contenia 2 % de BSA (w/v) y 0.1 % de Triton X (v/v) durante 15 minutos
a temperatura ambiente. Las muestras se incubaron en una camara humeda
durante una noche a 4°C con el anticuerpo primario policlonal IgG levantado en
conejo contra las subunidades a1G, a1lH y a1l de rata correspondiente a las
isoformas de los canales de calcio LVA (Alomone Labs; Jerusalem, Israel) a la
dilucién 1:100.

Al dia siguiente las muestras se lavaron e incubaron con el anticuerpo primario
levantado en cobayo contra insulina de rata (dilucién 1:5000) durante una noche a

4°C. Al siguiente dia, las muestras se lavaron e incubaron durante 2 horas a
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temperatura ambiente con el anticuerpo secundario IgG conjugado a FITC
levantado en cabra contra IgG de conejo (Jackson Immuno Research;
Pennsylvania, USA) a la dilucién 1:100. Posteriormente se incubaron durante 1 hora
con el anticuerpo secundario conjugado a Alexa Fluor 647 levantado en cabra contra
cobayo (Jackson Immuno Research; Pennsylvania, USA) a la dilucion 1:100.
Seguidamente las muestras fueron incubadas con DAPI durante 5 minutos para
visualizar los nucleos y finalmente fueron montadas en un medio que contenia 15
mM de NaN3 (DAKO). Los controles negativos fueron células tratadas sélo con los

anticuerpos secundarios.

Imagenes v cuantificacion de la fluorescencia

Las inmunotinciones fueron visualizadas con microscopia de epifluorescencia
utilizando un microscopio invertido Olympus IX71 equipado con una lampara de
mercurio de 100 W vy filtros apropiados para Alexa Fluor 647 (excitacién 651 nm,
emision 667 nm) y FITC (excitaciéon 488 nm, emision 522 nm). Las imagenes de
fluorescencia de cada campo se obtuvieron de manera separada. Las muestras se
examinaron utilizando un objetivo de magnificacion 20X y un objetivo de inmersién
en aceite para fluorescencia 60X. Las imagenes fueron adquiridas con una camara
digital Q Imagin. Los tiempos de exposicion para cada fluoréforo se optimizaron
segun el intervalo de intensidades de fluorescencia de las muestras. Las imagenes
fueron adquiridas con el programa Image-Pro3DS 6.0 y almacenadas en formato
TIFF (8 6 12 bits de resolucion).

El analisis de imagenes fue realizado con el programa Image J 1.36 (Wayne
Rasband; National Institutes of Health, USA). Para cada célula en el campo se
definié el area ciroplasmatica (no nuclear) y se cuantificé el promedio de la
intensidad de fluorescencia por condicion experimental y por edad. La fluorescencia
especifica se normalizé con respecto a la intensidad de fluorescencia de las células
controles negativas. Se cuantificaron 150-200 células en campos separados por
cada condicién experimental y por edad. El analisis correspondié a 3 experimentos

independientes por cada edad (4 ratas por cultivo por edad).
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5.7 Secrecion de insulina de células aisladas mediante el Ensayo

Hemolitico Inverso (RHPA)

El analisis de la secrecion de insulina de las células beta aisladas se realizo
mediante la técnica de Ensayo Hemolitico Inverso (RHPA de sus siglas en inglés
reverse hemolytic plaque assay). Este ensayo permite identificar a las células
secretoras de insulina y medir la secrecidn de células beta individuales. Esta basado
en el fendmeno de hemdlisis mediada por complemento en presencia de un
complejo antigeno-anticuerpo (Neill and Frawley, 1983). El ensayo se realiz6 como
previamente fue descrito para las células beta pancreaticas (Hiriart, M. and
Matteson, 1988).

Marcaje de los eritrocitos

Los eritrocitos de carnero fueron conjugados con la proteina A de Staphylococcus
aureus con el fin de unir anticuerpos contra insulina a su membrana. Para ello, los
eritrocitos fueron lavados con solucion salina (NaCl 0.9 %) y seguidamente se les
agrego la proteina A (0.5 mg/mL) y CrCI3 (0.2 mg/mL). Esta mezcla se incubd
durante 1 hora a 37 °C y posteriormente los eritrocitos marcados se lavaron varias

veces con solucion salina y se almacenaron en RPMI 1640 con 0.1 % de BSA.

Preparacion de las camaras de Cunningham

Las camaras de Cunningham se construyeron utilizando portaobjetos previamente
tratados con poli-L-lisina (0.5 mg/mL), sobre los cuales se colocé cinta adhesiva
transparente con pegamento por ambos lados. Encima se colocaron cubreobjetos
de forma que entre el portaobjetos y el cubreobjetos quedara un espacio pequefio
que fue llenado por capilaridad con la mezcla de eritrocitos de carnero y células

beta, la cual formé una monocapa sobre el portaobjetos.

Ensayo Hemolitico Inverso (RHPA)

Las camaras de Cunningham con la mezcla 1:1 (v/v) de eritrocitos de carnero
marcados con proteina A y células beta se incubaron durante 1 horaa 37 °Cy 5%

CO2 para asegurar que las células se pegaran a la base de la camara.
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Posteriormente, la monocapa celular se incubd durante 1 hora en las mismas
condiciones, en medio Hanks ensayo con 5.6 6 15.6 mM de glucosa con o sin los
bloqueadores de los canales de calcio nifedipina (5 M), mibefradil (1 uM) TTA-A2
(50 uM), cloruro de niquel) (50 uM) o con nifedipina y TTA-A2 en presencia del
anticuerpo contra insulina levantado en cobayo (Strategic Biosolution, Newark, DE)
(1:40). Al término de esta incubacién se adicion6 el complemento de cobayo (1:30)
por un periodo de 1 h. Al finalizar el RHPA las células se fijaron con glutaraldehido
0.2 % y se conservaron en solucion salina. En el caso de los ensayos con palmitato,
previo a la adicion del anticuerpo de insulina en condiciones basal y estimulante de
glucosa, se preincubd con el acido graso (0.25, 0.5 y 1 mM) durante 5 minutos, 1

hora y 24 horas.

Analisis de la secrecion de insulina

La insulina secretada se detecto y cuantificd por la presencia de placas de hemdlisis
(inmunoplacas) alrededor de las células secretoras, que resultan de la lisis mediada
por el complemento de los eritrocitos con los complejos insulina-anti-insulina unidos
a la proteina A. Cada camara fue escaneada utilizando un Sistema de Micro
Diseccion Leica 6000 (version 6.4.1.2887) acoplado a una camara Hitachi HV-D20.
El diametro de cada placa (expresado en um2) se midié directamente en el monitor

de un sistema de video (TM-90PSN, JVC) conectado a un microscopio.

El numero de células formadoras de placas fue determinado y se expres6 como
porcentaje. El indice de secrecion que corresponde a la actividad secretora global
de las células beta fue estimado para cada condicion experimental. Este indice de
secrecion es el resultado de la multiplicacion del area promedio de las inmunoplacas
por el porcentaje de células secretoras, y se expresé en unidades arbitrarias (Hiriart
and Ramirez-Medeles, 1991). Al menos 100 células fueron analizadas en cada
condicion experimental en cada cultivo. Todos los experimentos se realizaron por

duplicado.
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Analisis de subpoblaciones funcionales de células beta pancreaticas

Con el propdsito de analizar el comportamiento de las subpoblaciones funcionales
de células beta y determinar si éstas se afectaron de forma diferencial por los
tratamientos experimentales, se analizaron las distribuciones de frecuencia de las
areas de inmunoplaca de todos los experimentos por cada condicion experimental.
Teniendo en consideracién la presencia de diferentes subpoblaciones secretoras
(Hiriart and Ramirez-Medeles, 1991), consideramos dos clasificaciones: células
formadoras de placas pequeias (SP del inglés small plaques), que tienen areas de
inmunoplacas < 1900 ym2 y células formadoras de placas grandes (LP del inglés
long plaques), que tienen areas de inmunoplacas > 1900 ym2) (Rosenbaum et al.,
2001).

5.8 Analisis estadistico

Todos los datos son informados como el promedio + el error estandar de la media
(EEM); donde n denota el numero de células o de experimentos segun sea el caso.
La significancia estadistica fue obtenida con el analisis de varianza de una via
(ANOVA) y es reportada como el 95 % del intervalo de confianza (Statistic, version
7.0).
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6. RESULTADOS

A. Caracterizacion electrofisiolégica de los canales de calcio
LVA y HVA durante el desarrollo posnatal de la célula beta

pancreatica de rata

Deteccion de la corriente de calcio tipo T en células beta neonatas, P20 y

adultas

Como ya se comentd, no existen muchos estudios sobre la corriente de calcio
mediada por canales tipo T en células beta de cultivos primarios, ni tampoco sobre
esta corriente en etapas tempranas del desarrollo. Es por ello que nuestro primer
proposito fue explorar la presencia de esta corriente durante el desarrollo posnatal
de la célula beta pancreatica de rata. Las corrientes a través de los canales de calcio
de células beta individuales se registraron empleando la técnica de fijacion de
voltaje en microareas de membrana en la modalidad célula completa y utilizando

calcio como acarreador de carga.

En la Figura 6.1A se muestran los registros de corrientes representativos obtenidos
de células neonatas, de P20 y de adultas con y sin la corriente de calcio tipo T. Los
porcentajes de deteccidn de esta corriente en cada etapa del desarrollo se muestran
en la Figura 6.1B. La corriente de calcio HVA fue detectada en el 100 % de las
células analizadas. Sin embargo, la corriente LVA fue detectada en el 42 % de las
células neonatas (n =76), en el 62 % de las células P20 (n=78) y en el 84 % de las
células adultas (n=86). Interesantemente, la presencia de la corriente de calcio tipo

T aumenta con la maduracion de la célula beta pancreatica.
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Figura 6.1. Deteccion de la corriente tipo T en células beta neonatas, P20 y adultas.
(A) Registros representativos de las corrientes de calcio totales observadas en células beta
neonatas, P20 y adultas. Protocolo: rampa de voltaje de -80 a +60 mV, 500 ms de duracién
y pendiente de 0.5 mV/ms, Em = -80 mV. Las flechas indican la presencia de la corriente
tipo T en los registros representativos de cada edad. (B). Cuantificacion del porcentaje de
células beta con y sin corriente de calcio tipo T en las etapas neonatal (n =76), P20 (n = 78)
y adultas (n= 86).
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Corrientes de calcio LVA y HVA registradas en células beta neonatas, P20 y

adultas

Con el objetivo de determinar las propiedades biofisicas de las corrientes de calcio
LVA y HVA en las células beta de las tres edades decidimos analizar solamente las
células donde fue detectada la corriente tipo T. La Figura 6.2A muestra la media de
la relacién corriente-voltaje (I-V) de la ICa?* en células beta neonatas, P20 y adultas
obtenidas al aplicar el protocolo de rampa. En las tres etapas del desarrollo, la |-V
muestra dos componentes principales de la corriente de calcio, un componente
activado a bajo voltaje (correspondiente a la corriente LVA) con un umbral de
activacién de alrededor de -40 mV y otro componente activado a alto voltaje

(correspondiente a la corriente HVA).

Los maximos de corriente se alcanzaron alrededor de los -10 mV y +20 mV para las
corrientes LVA y HVA respectivamente. Las células adultas presentaron los
mayores maximos de corriente de calcio LVA y HVA y especificamente la amplitud
de la corriente HVA aumento con la etapa de maduracién. Las células beta adultas
aumentaron la densidad de corriente de calcio tipo T 1.7 veces comparado con las
etapas inmaduras, mientras que la densidad de corriente HVA aumento 1.4 veces

comparado con las células neonatales (Figura 6.2B y Tabla 6.1).
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Figura 6.2. Corrientes de calcio LVA y HVA registradas en células beta neonatas, P20
y adultas. (A) Densidad de corriente de calcio (ICa?*, pA/pF) y relacion corriente-voltaje (I-
V) de células neonatas (linea negra, n = 32), P20 (linea roja, n =48) y adultas (linea azul, n
= 72). Protocolo: rampa de voltaje de -80 a +60 mV, 500 ms de duracién y pendiente de 0.5
mV/ms, Em = -80 mV. (B). Media de los maximos de corriente de calcio a -10 mV (corriente
LVA) y +20 mV (corriente HVA) en células beta neonatas, P20 y adultas. (C) Curvas de
activacion de voltaje correspondiente a los canales HVA, las cuales representan el ajuste a
la funcion de Boltzmann de los datos obtenidos de un protocolo de pulsos despolarizantes
cuadrados de -60 a +40 mV con incrementos de 5 mV, Em = -80 mV. * p<0.05 denota
diferencias significativas de las células neonatas y P20 con respecto a las células adultas,
prueba de Tukey (ANOVA).

Tabla 6.1. Valores de capacitancia y maximos de corriente a -10 mV y +20 mV
correspondientes a las corrientes LVA y HVA respectivamente, en células beta
neonatas, P20 y adultas.

Los datos son expresados como la media de la densidad de la corriente * EEM, n
denota el numero de células registradas. * p<0.05 denota diferencias significativas
con respecto a las células adultas, prueba de Tukey (ANOVA).
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La Figura 6.2C muestra las curvas de dependencia del voltaje para la activacion de
los canales HVA en las células neonatales, P20 y adultas. Estas curvas representan
la fijacion a la funcion de Boltzmann de los datos obtenidos de la aplicacion de un
protocolo de pulsos despolarizantes cuadrados de -60 a +40 mV con incrementos
de 5 mV (Ver Materiales y Métodos). No existen diferencias en los parametros de
Botzmann, en el voltaje medio de activacion maxima (Va12) ni en la pendiente de
las curvas de activacion (ka) entre las diferentes etapas de maduracion (Tabla 6.2).

Tabla 6.2. Parametros de Boltzmann calculados a partir de los valores de
conductancia de Ca?* en células neonatas (n = 9), P20 (n = 15) y adultas (n = 9).

La Figura 6.3 muestra las relaciones |-V para las tres edades obtenidas con el
protocolo de pulsos cuadrados de -40 a +60 mV con intervalos de 5 mV. Al igual
que lo observado con el protocolo de rampa, en las tres etapas del desarrollo se
observan los dos componentes principales de la corriente de calcio, la corriente

mediada por canales LVA y la correspondiente a los canales HVA (Figura 6.3A).

Los maximos de corriente a -10 y +20 mV correspondientes a los canales LVA y
HVA respectivamente se muestran en la Figura 6.3B. Con este protocolo de pulsos
se obtuvieron resultados similares a los que arrojé el protocolo de rampa. Las
células adultas presentaron los mayores maximos de corriente LVA y HVA, aunque
las medias de los maximos de corriente son menores a los obtenidos con el
protocolo de rampa. Con este protocolo las células beta adultas aumentaron la
densidad de corriente de calcio LVA 2.5 veces comparado con las células neonatas,
mientras que la densidad de corriente HVA aumenté 1.9 veces comparado con la

etapa neonatal (Figura 6.3B).
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Figura 6.3. Corrientes de calcio LVA y HVA registradas en células beta neonatas, P20
y adultas. (A) Densidad de corriente de calcio (ICa?*, pA/pF) y relacion corriente-voltaje (I-
V) de células neonatas (linea negra, n = 11), P20 (linea roja, n =34) y adultas (linea azul, n
= 8). Protocolo de pulsos despolarizantes cuadrados de -60 a +40 mV con incrementos de
5 mV, Em = -80 mV. (B). Media de los maximos de corriente de calcio a -10 mV (corriente
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LVA) y +20 mV (corriente HVA) en células beta neonatas, P20 y adultas. * p<0.05 denota
diferencias significativas con respecto a las células adultas, prueba de Tukey (ANOVA).

Variabilidad de corrientes de calcio HVA en células beta P20

Debido a la importancia de la etapa de ablactacion (P20) en el proceso de
maduraciéon de las células beta, donde los estudios previos en nuestro laboratorio
han evidenciado la presencia de hiperinsulinemia y resistencia a la insulina
fisioloégica en estas ratas, se analizé con detenimiento el comportamiento de las
corrientes de calcio en esta etapa de maduracién. Curiosamente, se observo un

comportamiento heterogéneo en las corrientes de calcio (Figura 6.4A).

Existen células con corrientes HVA muy superiores a la media de la densidad de
corriente HVA de las células adultas. Es importante destacar que la deteccion de
estas hipercorrientes HVA fue independiente de la presencia de la corriente tipo T.
Las células con densidades de corriente HVA superiores a los 11 pA/pF (densidad
de corriente promedio de las células adultas) representaron casi la mitad (45 %) del
total de células analizadas (Figura 6.4B). Ademas, el 54 % de las células con
hipercorrientes de calcio y el 67 % de las que presentaron corrientes en el intervalo
promedio de las células de 20 dias, presentaron corriente tipo T (Figura 6.4C). Esta
heterogeneidad sugiere la existencia de subpoblaciones de células beta en esta

etapa del desarrollo, teniendo en cuenta las corrientes de calcio.
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Figura 6.4. Variabilidad de corrientes de calcio HVA en células beta P20. (A) Registros
representativos de corrientes de calcio totales observadas en células beta P20 con
corrientes HVA superiores o inferiores que la media de la corriente HVA de las células beta
adultas, con o sin corriente tipo T. Protocolo: rampa de voltaje de -80 a +60 mV, 500 ms de
duracién y pendiente de 0.5 mV/ms, Em = -80 mV. (B). Cuantificacion del porcentaje de
células beta P20 con corrientes HVA superiores (n=35) e inferiores (n=43) que la media de
la corriente HVA de las células beta adultas. (C) Cuantificacién del porcentaje de células
beta P20 representado en (B) con y sin corriente de calcio tipo T.

Efecto de los bloqueadores de canales de calcio sobre las corrientes de calcio
LVA y HVA en células beta adultas

Luego de caracterizar las corrientes de calcio LVA y HVA en las células beta, nos
propusimos realizar la evaluacién farmacologica de estas corrientes. Para ello,
estudiamos el efecto de distintos bloqueadores de los canales de calcio sobre las
corrientes en células beta adultas. Para el bloqueo de la corriente HVA se utilizo el
bloqueador clasico de la familia de las DHP, la nifedipina (5 pM) y un grupo de
inhibidores con alguna especificidad sobre los canales LVA: mibefradil (1 and 10
pMM), NiCl2 (50 uM) and TTA-Az2 (5 and 50 pM).

Para determinar si el bloqueo del mibefradil sobre la corriente de bajo umbral es
dependiente de la concentracion, aplicamos el farmaco a las concentraciones de 1
and 10 uM. Las Figuras 6.5A y B muestran trazos de corriente representativos sin y
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con mibefradil 1y 10 uM respectivamente. El bloqueo del mibefradil fue dependiente
de la concentracion con 23 y 44 % de bloqueo de la corriente tipo T a 1y 10 uM

respectivamente (Figura 6.5G).
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Figura 6.5. Efecto de los bloqueadores de canales de calcio sobre las corrientes de
calcio LVA y HVA en células beta adultas. (A-F) Registros representativos de las
corrientes de calcio totales observadas en células beta adultas antes y después de los
bloqueadores de los canales de calcio: mibefradil (1 y 10 uM), NiCl> (60 uM), TTA-A2 (5 y
50 uM) y nifedipina (5 uM) Protocolo: rampa de voltaje de -80 a +60 mV, 500 ms de duracién
y pendiente de 0.5 mV/ms, Em = -80 mV. (G) Corriente de calcio normalizada después de
afnadir los bloqueadores de los canales de calcio: 1 yM de mibefradil (n= 5), 10 yM de
mibefradil (n= 6), 50 uM de NiCI2 ((n= 6), 5 uM de TTA-A; (n=5), 50 uM de TTA-A2 (n= 3)
y 5 uM de nifedipina (n=6). * p<0.05 denota diferencias significativas con respecto a la
corriente antes de afadir los bloqueadores, prueba de T pareada.

Por otro lado, se conoce que la sensibilidad al NiClz de las corrientes tipo T y HVA
en células de cultivos primarios es variable en neuronas. Sin embargo, esta
demostrado que alH es la subunidad mas sensible y que este bloqueo es en el
orden micromolar (Lee et al., 1999). La Figura 5C muestra un registro de corriente
representativo sin y con 50 uM de NiClz. El bloqueo por niquel a esta concentracién
fue selectivo para la corriente tipo T con un 46 % de disminucién de la corriente al
pico (Figura 6.5G).
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El TTA-Az2 también bloqued selectivamente la corriente LVA y semejante a lo que
observamos al aplicar mibefradil, el bloqueo fue dependiente de la concentracion
(Figura 6.5D y E). Los porcentajes de bloqueo de la corriente fueron 27 y 53 % a 5
y 50 uM respectivamente (Figura 6.5G). La nifedipina (5 yM) bloqueé la corriente
HVA un 56 % (Figuras 6.5F y G).

Nétese que en los registros con NiCl2 y nifedipina el valor de potencial de membrana
al cual la corriente de calcio es cero, correspondiente al potencial de reversion, esta
desplazado. Este comportamiento no fue observado en la mayoria de los registros
con estos bloqueadores. Sin embargo, las curvas mostradas son las que mejor

representan el efecto bloqueante sobre las corrientes de calcio.

B. Expresion diferencial de las isoformas de los canales de
calcio LVA durante el desarrollo posnatal de la célula beta
pancreatica de rata

Las células beta neonatas, P20 y adultas expresan las tres isoformas de los

canales tipo T

La mayor densidad de corriente de Ca?* registrada en las células beta adultas podria
resultar de niveles superiores de expresion de los canales de calcio. La expresion
de los canales HVA ha sido bien estudiada pero no la expresion de los canales tipo
T. Para evaluar esta hipdtesis, nosotros determinamos si existe expresion
diferencial durante el desarrollo posnatal de la célula beta de las subunidades a1G,
a1H y a1l que codifican para las isoformas Cav 3.1, 3.2 y 3.3 de los canales tipo T

respectivamente.

Como se muestra en las microfotografias de la Figura 6.6 (A-C), la inmunotincién
especifica para las subunidades a1G, a1H y a1l esta presente en las células beta
aisladas de las tres edades en estudio. El analisis de los porcentajes de células beta
por etapa del desarrollo en las cuales se detecté la presencia de cada isoforma de
los canales T arrojo que la subunidad a1G esta expresada en todas las células beta

analizadas en cada edad. Los porcentajes de deteccion de la subunidad a1H son
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98, 96 y 99 % en células beta neonatas, P20 y adultas respectivamente, mientras
que a1l es la subunidad menos expresada y esta presente en el 94 % de las células
de las tres edades (Tabla 6.3).
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Figura 6.6. Las células beta neonatas, P20 y adultas expresan las tres isoformas de
los canales tipo T. (A-C) Microfotografias representativas de la expresion de las
subunidades a1G, a1H y a1l de los canales tipo T en células neonatas (A), P20 (B)
y adultas (C). Se muestran las diferencias en los niveles de inmunotincion.
Magnificacién: 20X + Zoom 1.6 (A) and 60X + Zoom 1.6 (B, C). Las barras de escala
representan 20 ym.

Tabla 6.3. Porcentaje de células beta neonatas, P20 y adultas que expresan las
isoformas de los canales tipo T (n=4 experimentos independientes por cada edad).
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Expresion diferencial de las isoformas de los canales tipo T durante el

desarrollo posnatal de la célula beta pancreatica de rata

La Figura 6.7 muestra los niveles de expresion de las tres isoformas de los canales
tipo T durante el desarrollo posnatal de la célula beta pancreatica de rata. Los
resultados revelan que, independiente de la etapa del desarrollo, la fluorescencia
especifica para la subunidad a1G es mas abundante que para las otras

subunidades.

Interesantemente, los indice de fluorescencia especifica para las subunidades a1G
y a1H es mayor en células beta adultas que en las células inmaduras (neonatales y
P20). Sin embargo, la inmunotincién especifica para la subunidad a1l en las células
maduras es menor que en las células inmaduras. Ademas, es importante destacar
que solamente la expresiéon de la subunidad a1H (Cav 3.2) aumenta con la etapa

del desarrollo del animal.

Figura 6.7. Expresién diferencial de las isoformas de los canales tipo T durante el
desarrollo posnatal de la célula beta pancreatica de rata. indice de inmunofluorescencia
medido de 150-200 células por cada isoforma y por cada etapa del desarrollo (n=4
experimentos independientes por cada edad). Los simbolos denotan diferencias
significativas con respecto a la etapa adulta (*) y a la subunidad a1G a la misma edad (+),
p=<0.05, Prueba de Dunnet (ANOVA).
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En general, las tres isoformas de los canales de calcio tipo T estan expresadas de

forma diferencial durante el desarrollo posnatal de la célula beta pancreatica de rata.

C. Participacion de los canales de calcio LVA y HVA en la

secrecion de insulina basal y estimulada por glucosa

Efecto de los bloqueadores de los canales de calcio sobre la secreciéon de

insulina basal y estimulada por glucosa en células beta adultas

Con el propésito de evaluar la participacién de los canales LVA y HVA en la
secrecion de insulina de células beta individuales, medimos el efecto de los distintos
bloqueadores probados en los estudios electrofisioldgicos, sobre la secrecion de

insulina basal y estimulada por glucosa mediante el RHPA.

La Figura 6.8A muestra las imagenes representativas del RHPA en células controles
e incubadas con nifedipina (5 uM), mibefradil (1 uM), NiCl2 (50 uM), TTA-Az (50 uM)
y la combinacion de nifedipina + TTA-Az, expuestas a condiciones de glucosa basal
(5.6 mM) y estimulantes (15.6 mM). Curiosamente, solamente el mibefradil y el TTA-
A2, bloqueadores especificos de los canales de calcio tipo T, disminuyeron
significativamente el porcentaje de células secretoras de insulina (F) en 5.6 mM de
glucosa (Figura 6.8B). En esta misma condicién basal, la nifedipina y el TTA-Az
disminuyeron el area de inmunoplaca, lo que es indicativo de la cantidad de insulina
secretada por las células (Figura 6.8C).Sin embargo, todos los farmacos evaluados
disminuyeron el porcentaje de células secretoras de insulina y el area de placas en

la condicidn estimulante de glucosa (15.6 mM). (Figuras 6.8B y C).
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Figura 6.8. Efecto de los bloqueadores de los canales de calcio sobre la secrecion de
insulina basal y estimulada por glucosa en células beta adultas. (A) Imagenes
representativas del RHPA en cada condicién: células beta adultas controles e incubadas
con nifedipina (5 yM), mibefradil (1 uM), NiClz (50 uM), TTA-A2 (50 uM) y la combinacion de
nifedipina + TTA- A, expuestas a condiciones de glucosa basal (5.6 mM) y estimulantes
(15.6 mM). (B) Porcentaje de células secretoras de insulina, (C) area de inmunoplacas y
(D) indice de secrecion de insulina global en cada condicidon. Las barras representan la
media £ EEM de tres experimentos independientes cada uno por duplicado y al menos 100
células por cada condicion. * p<0.05 denota diferencias significativas con respecto a las
células controles (sin bloqueador) a 5.6 mM y 15.6 mM de glucosa. Prueba de Dunnet
(ANOVA).

La actividad secretora total de las células beta incubadas con cada uno de los
farmacos y expresado como indice de secrecion de insulina se muestra en la Figura
6.8D. De forma similar al porcentaje de las células formadoras de placas, sélo el
mibefradil y el TTA-A2 disminuyeron el indice de secrecion de insulina en
condiciones basales de glucosa. TTA-Azredujo el indice de secrecibn mas que el
mibefradil y la reduccién fue cercana al 60 %.
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Sin embargo, todos los bloqueadores fueron efectivos en disminuir el indice de
secrecion de insulina en condiciones de glucosa estimulantes. La nifedipina y el
mibefradil fueron los farmacos mas efectivos en 15.6 mm de glucosa, con 85 % y
80 % de disminucién de la cantidad de insulina secretada respectivamente. Como
esperabamos teniendo en cuenta el efecto de los farmacos individuales, la
combinacion de nifedipina y TTA-A2 disminuyd drasticamente el porcentaje de
células secretoras, el area de inmunoplaca y el indice de secrecion de insulina

global tanto en condiciones basales como estimuladas por glucosa (Figura 6.8B, C
y D).

Estos resultados confirman que las corrientes mediadas por ambos tipos de canales
de calcio contribuyen de manera importante a la secrecion de insulina en ambas
condiciones basal y estimulada por glucosa. Nuestros datos confirman que los
canales de calcio tipo L constituyen la via principal de entrada de calcio durante la
GSIS. Interesantemente, nuestros resultados también sugieren que los canales tipo
T juegan un importante papel tanto en la secrecion de insulina basal como en la
GSIS.

Efecto de los bloqueadores de los canales de calcio sobre las subpoblaciones

funcionales de células beta adultas

Es bien conocido que existe heterogeneidad funcional en las poblaciones de células
beta pancreaticas (Hiriart et al., 1997; Hiriart and Ramirez-Medeles, 1991; Pipeleers
et al., 2017; Van Schravendijk et al., 1992). Existen subpoblaciones funcionales de
células beta de ratas adultas, una subpoblacidn secreta mas insulina (células LP del
inglés large plaques) que las otras (células SP del inglés small plaques) y son
consideradas areas de placas grandes las superiores a 1900 ym?. Precisamente,
son las células LP las que tienen la mayor tasa de secrecion y son las responsables

de cerca del 75 % de la insulina secretada (Hiriart and Ramirez-Medeles, 1991).

Nuestros resultados muestran que todos los tratamientos disminuyeron
drasticamente el porcentaje de células LP o formadoras de placas grandes en 15.6

mM de glucosa, lo que representa la subpoblacion de células beta mas afectada por
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los bloqueadores y con la mayor contribucion a la secrecion total de las células beta
en cultivo (Figura 6.9B). Este efecto, aunque también se presentd, fue menos
marcado en 5.6 mM de glucosa (Figura 6.9A). La nifedipina disminuyd casi
completamente la subpoblacion de células LP en condiciones estimulantes,

mientras que el TTA-Aztuvo un efecto similar en condiciones basales (Figuras 6.9A
y B).

La fraccion de células formadoras de placas pequefas (SP), sin embargo, fue
similar en todos los grupos experimentales en 15.6 mM de glucosa (Figura 9B).
Ademas, la combinacion de nifedipina y TTA-A2 abolid6 casi totalmente la
subpoblacién de células LP tanto en condiciones basales como estimuladas por

glucosa (Figuras 6.9A y B).

Figura 6.9. Efecto de los bloqueadores de los canales de calcio sobre las
subplobaciones funcionales de células beta adultas. Distribucion de frecuencia de las
subpoblaciones funcionales de células beta pancreaticas formadoras de placas pequefias
(SP) y de placas grandes (LP) incubadas con nifedipina (5 uM), mibefradil (1 uM), NiCl. (50
puM), TTA-A2 (50 uM) y la combinacion de nifedipina + TTA- A2, expuestas a 5.6 mM de
glucosa (A) y 15.6 mM de glucosa (B). La linea discontinua en rojo representa la divisiéon
entre las células SP y LP.
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Nuestros resultados indican que una subpoblacion de células beta es modulable
preferencialmente por bloqueadores de canales de calcio, lo que sugiere que las
distintas subpoblaciones celulares pudieran tener densidades de canales de calcio

variables y/o variaciones en la maquinaria de secrecion de insulina.

D. Efecto dual del palmitato sobre la secrecion de insulina basal

y estimulada por glucosa en células beta adultas

Efecto agudo (5 min) del palmitato sobre la secrecion de insulina

Estudios previos han mostrado los efectos de algunos AGL sobre la secrecion de
insulina en cultivos primarios y lineas de insulinoma (Ver Introduccién). Estos
antecedentes, unido a los efectos del palmitato sobre las corrientes de calcio y la
importancia de estos canales en la secrecidon de insulina encontrados en nuestro
estudio, sugieren posibles efectos de este acido graso sobre la secrecion de insulina
en células beta adultas de rata. Para comprobarlo, decidimos evaluar los efectos de
diferentes concentraciones de palmitato a distintos tiempos de preincubacién, sobre

la secrecion de insulina basal y estimulada por glucosa mediante el RHPA.

La preincubacion de las células durante 5 minutos con 0.25, 05 y 1 mM de palmitato
no afectd el porcentaje de células secretoras de insulina (Figura 6.10A). Unicamente
la concentracion mas alta del acido graso (1 mM) aumenté el area de inmunoplacas
y so6lo fue en la condicién de glucosa basal (Figura 6.10B). El palmitato no tuvo
efectos agudos sobre el indice de secrecidon global de insulina en ninguna de las

dos condiciones basal ni estimulada por glucosa (Figura 6.10C).
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Figura 6.10. Efecto agudo (5 min) del palmitato sobre la secrecion de insulina basal y
estimulada por glucosa en células beta adultas. Porcentaje de células secretoras de
insulina (A), area de inmunoplacas (B) e indice de secrecién de insulina global (C) de las
células beta adultas incubadas con 0.25, 0.5 y 1 mM de palmitato durante 5 minutos y
expuestas a condiciones de glucosa basal (5.6 mM) y estimulantes (15.6 mM). Las barras
representan la media £+ EEM de cuatro experimentos independientes cada uno por
duplicado. * p<0.05 denota diferencias significativas con respecto a las células controles
(sin palmitato) a 5.6 mM de glucosa. Prueba de Dunnet (ANOVA).

Efecto de la preincubacion durante 1 h con palmitato sobre la secrecion de

insulina

Las tres concentraciones de palmitato aumentaron el porcentaje de células
secretoras de insulina en 5.6 mM de glucosa, luego de una hora de preincubacion
con el acido graso. Sin embargo, sélo 1 mM de palmitato aumentoé este porcentaje
en la condicion estimulada por glucosa (Figura 6.11A). La concentracion mayor del
AGL aumento el area de inmunoplacas tanto en 5.6 como en 15.6 mM de glucosa
(Figura 6.11B). El andlisis de la secrecion global de insulina mostré que las tres
concentraciones de palmitato aumentaron el indice de secrecién en la condicidon de
glucosa no estimulante, mientras que 0.5 y 1 mM del acido graso aumentaron el

indice de secrecidén global en 15.6 mM de glucosa (Figura 6.11C).
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Figura 6.11. Efecto de la preincubacion durante 1 h con palmitato sobre la secrecion
de insulina basal y estimulada por glucosa en células beta adultas. Porcentaje de
células secretoras de insulina (A), area de inmunoplacas (B) e indice de secrecion de
insulina global (C) de las células beta adultas incubadas con 0.25, 0.5 y 1 mM de palmitato
durante una hora y expuestas a condiciones de glucosa basal (5.6 mM) y estimulantes (15.6
mM). Las barras representan la media £ EEM de cuatro experimentos independientes cada
uno por duplicado. * p<0.05 denota diferencias significativas con respecto a las células
controles (sin palmitato) a 5.6 mMy 15.6 mM de glucosa. Prueba de Dunnet (ANOVA).

Efecto de la preincubacion durante 1 h con palmitato sobre las

subpoblaciones funcionales de células beta adultas

Como ya hemos mencionado, en el pancreas todas las células beta no secretan
insulina en la misma proporcién y las subpoblaciones funcionales de células beta

individuales evidencian la heterogeneidad de este tipo celular.

La Figura 6.12 muestra la distribucién de frecuencia relativa de las areas de
inmunoplacas de las células beta preincubadas con palmitato durante una hora en
5.6 mMy 15.6 mM de glucosa. Como se puede apreciar, la exposicion durante 1 h

de las células beta a las distintas concentraciones de palmitato, aumenté tanto las
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subpoblaciones funcionales de células beta pancreaticas SP como las LP en las
condiciones basal y estimulada por glucosa, aunque el efecto fue mas marcado

sobre las LP en 15.6 mM de glucosa (Figuras 6.12A y B).

Figura 6.12. Efecto de de la preincubaciéon durante 1 h con palmitato sobre las
subpoblaciones funcionales de células beta adultas. Distribucién de frecuencia de las
subpoblaciones funcionales de células beta pancreaticas formadoras de placas pequenas
(SP) y de placas grandes (LP) incubadas con 0.25, 0.5y 1 mM de palmitato, expuestas a
5.6 mM de glucosa (A) y 15.6 mM de glucosa (B). La linea discontinua en rojo representa
la division entre las células SP y LP.

Efecto cronico (24 h) del palmitato sobre la secrecion de insulina

La Figura 6.13 muestra los efectos crénicos de la preincubacion de las células beta
con palmitato durante 24 h. Tanto en la condicién basal como en la estimulada por
glucosa, el palmitato disminuyd el porcentaje de células secretoras de insulina,
siendo el efecto en 15.6 mM de glucosa dependiente de la concentracion del acido
graso (Figura 6.13A). Todas las concentraciones evaluadas redujeron casi un 50 %

el area de inmunoplacas en la condicion de glucosa estimulante. Sin embargo, el
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AGL no tuvo efecto sobre la cantidad de insulina secretada en la condicién de

glucosa basal (Figura 6.13B).

Los efectos cronicos del palmitato incluyeron ademas una reduccion significativa en
el indice de secrecion global tanto en 5.6 como en 15.6 mM de glucosa. La
disminucién en la secrecion global estimulada por glucosa fue severa con 0.5 y 1
mM de palmitato (Figura 6.13C).
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Figura 6.13. Efecto cronico (24 h) del palmitato sobre la secrecion de insulina basal y
estimulada por glucosa en células beta adultas. Porcentaje de células secretoras de
insulina (A), area de inmunoplacas (B) e indice de secrecién de insulina global (C) de las
células beta adultas incubadas con 0.25, 0.5 y 1 mM de palmitato durante 24 horas y
expuestas a condiciones de glucosa basal (5.6 mM) y estimulantes (15.6 mM). Las barras
representan la media £+ EEM de cuatro experimentos independientes cada uno por
duplicado. * p<0.05 denota diferencias significativas con respecto a las células controles
(sin palmitato) a 5.6 mM y 15.6 mM de glucosa. Prueba de Dunnet (ANOVA).

Efecto crénico (24 h) del palmitato sobre las subpoblaciones funcionales de

células beta adultas

La distribucidon de las subpoblaciones funcionales también se determind en las
células beta que fueron expuestas a palmitato durante 24 h. El efecto del palmitato
cronico sobre las subpoblaciones funcionales de células beta fue opuesto al
observado posterior a una hora de exposicion al AGL. Todas las concentraciones
de palmitato disminuyeron tanto las subpoblaciones de células SP como las LP,
efecto en la condicién estimula que fue drastico sobre las principales células que
contribuyen a la secrecion (LP) en ambas condiciones de glucosa (Figuras 6.14Ay
B).
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Figura 6.14. Efecto créonico (24 h) del palmitato sobre las subplobaciones funcionales
de células beta adultas. Distribucion de frecuencia de las subpoblaciones funcionales de
células beta pancreaticas formadoras de placas pequefias (SP) y de placas grandes (LP)
incubadas con 0.25, 0.5 y 1 mM de palmitato, expuestas a 5.6 mM de glucosa (A) y 15.6
mM de glucosa (B). La linea discontinua en rojo representa la divisiéon entre las células SP
y LP.

Evaluacion de la viabilidad celular luego de la exposicion a palmitato

La viabilidad celular fue evaluada luego de la exposicidn de las células beta a
palmitato durante 1 y 24 horas. Los porcentajes de viabilidad de las células beta
expuestas al acido graso durante 1 hora en las condiciones de glucosa basal y
estimulada se muestran en las Figuras 6.15A y B respectivamente. El porcentaje de
viabilidad no fue afectado en 5.6 mM de glucosa. Sin embargo, la concentracion

mayor de palmitato (1 mM) disminuyd la viabilidad celular en 15.6 mM de glucosa.
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Figura 6.15. Viabilidad de células beta expuestas a 0.25, 0.5 y 1 mM de palmitato
durante 1 hora. Porcentaje de viabilidad celular luego de la preincubacién durante 1 hora
con 0.25, 0.5 y 1mM de palmitato en 5.6 mM (A) y en 15.6 mM (B) de glucosa. Los datos
representan la media £+ EEM de 3 experimentos independientes cada uno por duplicado.
* p<0.05 denota diferencias significativas con respecto al control en su misma condicién,
(ANOVA, prueba de Dunnett).

El palmitato (0.5 y 1 mM) caus6 una disminucién de la viabilidad celular dependiente
de la concentracion durante la exposicion cronica por 24 horas (Figura 6.16). Varios
estudios han sugerido que a estas concentraciones del acido graso y a tiempos
similares de exposicion aumentan la apoptosis. Es por ello que estudios posteriores
relacionados con este mecanismo de muerte pudieran explicar nuestros resultados
de viabilidad.
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Figura 6.16. Viabilidad de células beta expuestas a 0.25, 0.5 y 1 mM de palmitato
durante 24 h. Porcentaje de viabilidad celular luego de la preincubacién durante 24 horas
con 0.25, 0.5y 1mM de palmitato. Los datos representan la media £+ EEM de 3 experimentos
independientes cada uno por duplicado. * p<0.05 denota diferencias significativas con
respecto al control en su misma condicién, (ANOVA, prueba de Dunnett).

E. Modulacion de las corrientes de calcio LVA y HVA por

palmitato en células beta adultas

Los efectos observados del AGL sobre la secrecion de insulina basal y estimulada
por glucosa, unido a la importancia fisioldgica de los canales de calcio en este
proceso esencial de la célula beta, sugieren efectos del palmitato sobre las
corrientes de calcio. Es por ello que decidimos evaluar los efectos agudos y crénicos

del &cido graso sobre los canales LVA y HVA.

Efectos agudos (5 min) del palmitato sobre las corrientes de calcio

La Figura 6.17 muestra la relacion |-V de las células beta expuestas a palmitato
durante 5 minutos. Se puede apreciar que el acido graso no tuvo efectos agudos

sobre los canales LVA y HVA (Figura 6.17 A y B). Esto esta en concordancia con
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los resultados obtenidos en el RHPA ya que a este tiempo de exposicidn el palmitato

no afectd el indice de secreciéon de insulina.

Figura 6.17. Efectos agudos (5 min) del palmitato sobre las corrientes de calcio. (A)
Densidad de corriente de calcio (ICa?*, pA/pF) y relacion corriente-voltaje (I-V) de células
controles (n = 7) y preincubadas con 0.25 mM (n=5), 0.5 mM (n=4) y 1 mM (n= 3) de
palmitato durante 5 minutos. Protocolo: rampa de voltaje de -80 a +60 mV, 500 ms de
duracién y pendiente de 0.5 mV/ms, Em = -80 mV. (B). Media de los maximos de corriente
de calcio a -10 mV (corriente LVA) y +20 mV (corriente HVA) en células beta controles y
preincubadas con palmitato.
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La Tabla 6.4 muestra los valores de capacitancia y maximos de corriente,
observandose que el tratamiento con palmitato no produjo variaciones significativas
en los maximos de corriente de calcio a -10 mV y +20 mV, correspondientes a la

corriente mediada por canales LVA y HVA respectivamente.

Tabla 6.4. Valores de capacitancia y maximos de corriente a -10 mV y +20 mV
correspondientes a las corrientes LVA y HVA respectivamente, en células beta
adultas controles y preincubadas con palmitato (0.25, 0.5 y 1 mM) durante 5 minutos.

Los datos son expresados como la media de la densidad de la corriente * EEM, n
denota el numero de células registradas.
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Efectos de la preincubacion durante 1 h con palmitato sobre las corrientes de

calcio

La preincubacion durante 1 h con el acido graso a 0.5 mM aumento la densidad de
corriente mediada por canales HVA. Sin embargo, no se observaron efectos del
palmitato sobre los canales LVA (Figura 6.18A y B). El hecho de que no veamos un
aumento en la corriente de alto umbral a 1 mM puede deberse a la disminucion en
la viabilidad celular que se observo a esta concentracion del acido graso y a este

tiempo de incubacion.

92



Figura 6.18. Efectos de la preincubacion durante 1 h con palmitato sobre las
corrientes de calcio. (A) Densidad de corriente de calcio (ICa?", pA/pF) y relacion
corriente-voltaje (I-V) de células controles (n = 8) y preincubadas con 0.25 mM (n=10), 0.5
mM (n=5) y 1 mM (n= 11) de palmitato durante una hora. Protocolo: rampa de voltaje de -
80 a +60 mV, 500 ms de duracién y pendiente de 0.5 mV/ms, Em = -80 mV. (B). Media de
los maximos de corriente de calcio a -10 mV (corriente LVA) y +20 mV (corriente HVA) en
células beta controles y preincubadas con palmitato. * p<0.05 denota diferencias
significativas con respecto a las células controles, prueba de Tukey (ANOVA).

La Tabla 6.5 muestra los valores de capacitancia y maximos de corriente,
observandose que el tratamiento con 0.5 mM de palmitato durante una hora

aumentd significativamente el maximo de corriente mediada por canales HVA.
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Tabla 6.5. Valores de capacitancia y maximos de corriente a -10 mV y +20 mV
correspondientes a las corrientes LVA y HVA respectivamente, en células beta
controles y preincubadas con palmitato (0.25, 0.5 y 1 mM) durante una hora.

Los datos son expresados como la media de la densidad de la corriente * EEM, n
denota el numero de células registradas. * p<0.05 denota diferencias significativas
con respecto a las células controles, prueba de Tukey (ANOVA).

Efectos cronicos (24 h) del palmitato sobre las corrientes de calcio

La Figura 6.19 muestra la relacion |-V y los maximos de corriente de las células beta
expuestas a palmitato durante 24 h. A este tiempo de exposicion 0.5 mM de
palmitato disminuyd las densidades de corrientes LVA y HVA. La disminucién en la
densidad de corriente mediada por los canales de alto umbral a 1 mM puede
deberse a la pérdida de viabilidad celular que se observdé a este tiempo de

incubacion (Figura 6.19A y B).
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Figura 6.19. Efectos crénicos (24 h) del palmitato sobre las corrientes de calcio. (A)
Densidad de corriente de calcio (ICa?*, pA/pF) y relacion corriente-voltaje (I-V) de células
controles (n = 9) y preincubadas con 0.25 mM (n=5), 0.5 mM (n=8) y 1 mM (n= 5) de
palmitato durante 24 horas. Protocolo: rampa de voltaje de -80 a +60 mV, 500 ms de
duracion y pendiente de 0.5 mV/ms, Em = -80 mV. (B). Media de los maximos de corriente
de calcio a -10 mV (corriente LVA) y +20 mV (corriente HVA) en células beta controles y
preincubadas con palmitato. * p<0.05 denota diferencias significativas con respecto a las
células controles, prueba de Tukey (ANOVA).
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Los maximos de corriente LVA y HVA disminuyeron tras la exposicion a palmitato
0.5 mM. Curiosamente se observd un aumento en la capacitancia celular a 0.5y 1
mM de palmitato (Tabla 6.6).

Tabla 6.6. Valores de capacitancia y maximos de corriente a -10 mV y +20 mV
correspondientes a las corrientes LVA y HVA respectivamente, en células beta
controles y preincubadas con palmitato (0.25, 0.5 y 1 mM) durante 24 horas.

Los datos son expresados como la media de la densidad de la corriente * EEM, n
denota el nimero de células registradas. * p<0.05 denota diferencias significativas
con respecto a las células controles, prueba de Tukey (ANOVA)

Efectos cronicos (48-72 h) del palmitato sobre las corrientes de calcio

La preincubacion crénica durante 48-72 h con palmitato aumento la densidad de
corriente de alto umbral. Sin embargo, no se observaron efectos del acido graso

sobre los canales tipo T (Figuras 6.20A y B).
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Figura 6.20. Efectos cronicos (48-72 h) del palmitato sobre las corrientes de calcio.
(A) Densidad de corriente de calcio (ICa?*, pA/pF) y relacion corriente-voltaje (I-V) de células
controles (n = 11) y preincubadas con 0.25 mM (n=6) y 0.5 mM (n= 12) de palmitato durante
48-72 horas. Protocolo: rampa de voltaje de -80 a +60 mV, 500 ms de duracién y pendiente
de 0.5 mV/ms, Em = -80 mV. (B). Media de los maximos de corriente de calcio a -10 mV
(corriente LVA) y +20 mV (corriente HVA) en células beta controles y preincubadas con
palmitato. * p<0.05 denota diferencias significativas con respecto a las células controles,
prueba de Tukey (ANOVA).
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El palmitato, a las dos concentraciones evaluadas, aumenté el maximo de corriente
HVA sin afectar la corriente tipo T. Las células preincubadas con el AGL aumentaron

significativamente su capacitancia (Tabla 6.7).

Tabla 6.7. Valores de capacitancia y maximos de corriente a -10 mV y +20 mV
correspondientes a las corrientes LVA y HVA respectivamente, en células beta
controles y preincubadas con palmitato (0.25 y 0.5 mM) durante 48-72 horas.

Los datos son expresados como la media de la densidad de la corriente £ EEM, n
denota el numero de células registradas. * p<0.05 denota diferencias significativas
con respecto a las células controles, prueba de Tukey (ANOVA).
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7. DISCUSION

La célula beta pancreatica adquiere la madurez funcional durante el primer mes de
vida, lo que le permite secretar las cantidades necesarias de insulina en respuesta
al aumento en la concentracion de glucosa extracelular. En este trabajo analizamos
las propiedades biofisicas y el patron de expresion diferenciales de los canales de
calcio LVA y HVA durante el desarrollo posnatal de la célula beta pancreatica de
rata, asi como la caracterizacién funcional de estos canales en la etapa adulta: su

papel en la secrecion de insulina y su modulacion por palmitato.

Caracterizacion electrofisiolégica y expresion de los canales de calcio durante
el desarrollo posnatal de la célula beta pancreatica de rata y su papel en la
secrecion de insulina.

Esta bien establecido que los islotes fetales responden pobremente a la secrecién
de insulina estimulada por glucosa. Un estudio en pancreas perfundidos de ratas de
tres dias antes del nacimiento, mostré la ausencia de una respuesta bifasica a 16.7
mM de glucosa (Hole et al., 1988). Estos autores atribuyeron esta inmadurez a la
falla en el acoplamiento entre el metabolismo de los nutrientes y el canal Katp, lo
que previene la despolarizacion de la membrana de las células beta fetales. Otro
estudio también mostré la existencia de alteraciones en el metabolismo de la
glucosa en células beta fetales de 21 dias (Rorsman et al., 1989). La inmadurez
fisiologica en este caso fue atribuida a alteraciones en la regulacion del canal Katp
producto de una deficiente funcidn mitocondrial, lo que conduce a una
despolarizacion defectuosa, a que no aumente el calcio intracelular y por tanto no
se secrete insulina de forma adecuada. Sin embargo, resulta interesante que otros
secretagogos distintos a la glucosa, por ejemplo: leucina, arginina y teofilina,
promueven la secrecion de insulina, lo que sugiere que al menos una parte de la
magquinaria secretora si esta desarrollada en esta etapa (Ammon et al., 1989). Se
ha planteado que estas diferencias en los efectos de distintos secretagogos se
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deben a que existe una maduracion dependiente del tiempo en esta etapa fetal
(Weinhaus et al., 2003).

Mientras que, durante la etapa fetal la madre es la responsable de la homeostasia
de la glucosa, el nacimiento es considerado una ventana de desarrollo critica debido
a que la nutricion de los organismos se vuelve completamente dependiente de la
disponibilidad de alimentos. Las células beta neonatales, al igual que las fetales,
son consideradas inmaduras, secretan poca insulina y son incapaces de detectar
los cambios en la concentracion extracelular de glucosa. Sin embargo, las células
beta adultas se consideran maduras porque pueden detectar cambios en la
concentracion extracelular de glucosa (Navarro-Tableros et al., 2007b). En esta
etapa adulta, la secrecién de insulina es bifasica, con una primera fase transitoria
rapida y una segunda fase de secrecion sostenida (Vignali et al.,, 2006). La
necesidad de mantener la glucemia podria ser una fuerza motriz para que las
células beta maduren y secreten insulina en respuesta a la concentracion de
glucosa. Creemos que el cambio en la alimentacion animal puede conducir a
modificaciones en la maquinaria de respuesta de las células beta, dentro de las que
se incluyen los cambios en la actividad de los canales id6nicos. Es importante
destacar que este cambio en la dieta de las crias es paulatino y no de un dia para
otro, pues desde el dia posnatal 11, ademas de la leche materna también

comienzan a ingerir parte de los pellets de los que se alimentan sus madres.

Hasta donde sabemos, este es el primer trabajo que analiza las propiedades
biofisicas y el patron de expresion de los canales de calcio dependientes del voltaje,
comparando tres etapas del desarrollo posnatal de las células beta pancreaticas de

rata.

Es bien conocido que los VGCC son muy importantes para la secrecion de insulina
en las células beta. Entre ellos, es sabido que los HVA, individualmente los canales
tipo L, son los principales responsables del aumento en la concentracion de calcio
intracelular y de la exocitosis de la insulina (Hiriart and Aguilar-Bryan, 2008). Sin
embargo, las corrientes mediadas por canales LVA han sido muy poco estudiadas.
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Nuestros resultados mostraron que el porcentaje de deteccion de la corriente de
calcio tipo T aumentd con la maduracion de las células beta, duplicandose desde
las células neonatales hasta las adultas. Curiosamente, otros estudios relacionados
con la expresién de canales tipo T durante el desarrollo en diferentes tipos celulares
han mostrado un comportamiento inverso. Por ejemplo, los canales de calcio tipo T
estan expresados en los miocitos ventriculares fetales, pero desaparecen después
del nacimiento (Wang et al., 2013). Estos autores observaron que el 35% de los
cardiomiocitos expresaron canales funcionales tipo T al nacer, similares a nuestros
resultados (42%), sin embargo, este porcentaje disminuye durante los primeros dias
posteriores al nacimiento y al final de la primera semana donde no hay canales T
funcionales. Curiosamente, un estudio sugirid la ausencia de canales tipo T en

células beta pancreaticas fetales humanas (Weinhaus et al., 2003).

Un comportamiento similar fue observado en algunas células neuronales y del
musculo esquelético, en las que los canales tipo T presentan una elevada expresion
en los periodos embrionario y perinatal y desaparecen durante la etapa adulta (Lory
et al., 2006). Nuestros hallazgos también difieren a los publicados sobre otras
células secretoras de hormonas como las células cromafines, en las cuales las
corrientes de Ca?* de bajo umbral pueden ser apenas detectadas en células adultas
de especies de mamiferos, debido a que los canales LVA estan ausentes o su

expresion no es robusta en estas células (Marcantoni et al., 2008).

En el caso de las células beta se ha detectado la corriente de calcio tipo T en células

de ratas adultas y en células beta humanas pero no en células beta de raton.
También los canales tipo T estan presentes en las lineas de insulinoma INS-1 y
RINmSF (Yang and Berggren, 2005). Nosotros registramos corrientes de calcio
mediadas por canales HVA en todas las células y etapas de desarrollo de la célula
beta estudiadas. Otros trabajos han indicado que incluso desde la etapa fetal, las
células beta tienen canales HVA funcionales (Rorsman et al., 1989; Weinhaus et al.,
1995, 2003).

También demostramos por inmunofluorescencia la presencia de las tres isoformas

de los canales de calcio de tipo T en células beta neonatales, P20 y adultas de ratas.
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Aunque muchos estudios no han reportado la presencia de la subunidad a1l (que
codifica para el Cav 3.3) en algunos tipos celulares, otros trabajos también han
expuesto la expresion de las tres isoformas de los canales LVA, por ejemplo, en
células espermatogénicas humanas y de raton (Trevifio et al., 2004). Sin embargo,
nosotros observamos que los patrones de expresién de estos canales difieren

durante el desarrollo y entre las distintas isoformas a la misma edad.

Nuestros resultados muestran que la subunidad a1G (Cav 3.1) es la isoforma mas
expresada en todas las etapas del desarrollo y su expresion es menor en las células
neonatales que en P20 y adultas. Un resultado similar fue observado entre las
células beta neonatales y adultas para esta isoforma (Navarro-Tableros et al.,
2007a). Los estudios en células neuroendocrinas, particularmente en las células
cromafines también han mostrado que Cav 3.1 es la isoforma de los canales tipo T
mas expresada (revisada por Marcantoni et al., 2008). La isoforma Cav 3.1 ha sido

detectada en células beta de ratas y en células INS-1 (Yang and Berggren, 2005).

Nuestros resultados mostraron ademas que, a diferencia de las otras isoformas, la
expresion de Cav3.2 aumento progresivamente de una etapa de maduracién a la
otra. Esto confirma y valida otro estudio de nuestro grupo, cuyo analisis mediante
microarreglo reveld una mayor expresidon en las células beta adultas en
comparacioén con las células P20 de diferentes genes que codifican para canales
ionicos, entre ellos el gen Cacna 1h que codifica para la subunidad a1H (Cav3.2)
(Larqué et al.,, 2016). Las neuronas y los miocitos también exhiben un patrén
variable de expresién de canales de calcio tipo L y N durante las diferentes etapas
de desarrollo (Liu et al., 2000; Pravettoni et al., 2000; Vance et al., 1998).

La maxima expresion de Cav 3.1 y Cav 3.2 en células beta adultas podria estar
relacionada con una mayor densidad de corriente de calcio tipo T en esta etapa en
comparacion con las etapas inmaduras. Nuestros datos mostraron que la densidad
de corriente de calcio tipo T en células beta adultas es mayor que en células
neonatales y P20. Estos resultados sugieren que el alto nivel de expresion de las
isoformas de los canales de calcio tipo T, particularmente Cav 3.1 y Cav 3.2, puede
contribuir a la mayor densidad de corriente que observamos en esta etapa del
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desarrollo. Sin embargo, seria interesante realizar mas estudios que permitan
ratificar esta correlacion, debido a que nuestros registros electrofisioldgicos no nos
permitieron discriminar entre isoformas y asi poder analizar la contribucién de cada

una por separado.

De manera interesante, nuestros datos también muestran que la densidad de
corriente de calcio HVA aumenta con la etapa de desarrollo de la célula beta. Hay
que sefialar, que los registros electrofisiolégicos que nos permitieron estudiar
ambas corrientes de calcio LVA y HVA se obtuvieron utilizando un protocolo de
rampa y fue corroborado mediante un protocolo de pulsos despolarizantes
cuadrados (Ver Materiales y Métodos), obteniéndose resultados muy similares con
ambos protocolos. De forma similar, un estudio previo en nuestro grupo mostré que
en las células neonatales, la densidad de corriente de bario es menor que en las

células adultas (Navarro-Tableros et al., 2007a).

Estos resultados sobre el patron de expresiéon diferencial de las isoformas de los
canales de calcio y las densidades de corriente de calcio variables durante el
desarrollo son muy interesantes porque podrian estar relacionados con la

maduracion funcional de las células beta pancreaticas de rata.

Un momento crucial en el desarrollo es la ablactacion (alrededor del dia 20 en la
rata). Nuestro laboratorio fue el primero en proponer este periodo de destete como
una ventana critica en la maduracién de las células beta. En P20, los animales
presentan una resistencia a la insulina fisioldgica, que podria deberse al cambio de
una dieta rica en lipidos a otra alta en carbohidratos, lo que representa un desafio
metabdlico y a la vez juega un papel esencial en la GSIS (Aguayo-Mazzucato et al.,
2006).

Teniendo en cuenta estas observaciones, nos interesamos en caracterizar las
corrientes de calcio en esta etapa del desarrollo. Sorprendentemente, encontramos
un comportamiento heterogéneo relacionado con las corrientes de calcio dentro de
la poblacion de células beta. Como discutimos anteriormente, la densidad media de
la corriente de calcio HVA aumenta con la maduraciéon de la célula beta. Sin

embargo, observamos que aproximadamente el 45% de las células beta en P20
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tienen densidades de corriente HVA muy superiores a la media de las células
adultas. También encontramos que esta hiperactividad en los canales HVA es

independiente de la presencia de la corriente de calcio tipo T.

Este estudio representa la primera descripcidn de las corrientes de calcio en células
P20 de ratas. Es interesante resaltar la importancia de este periodo en el desarrollo
pancreatico. Nuestros hallazgos pueden contribuir a explicar el estado fisiolégico de
hiperglucemia e hiperinsulinemia detectado en este periodo de desarrollo en las
ratas (Aguayo-Mazzucato et al., 2006). Sin embargo, se necesitan estudios
adicionales que permitan explorar la asociacion entre las corrientes de calcio

exacerbadas y la hiperinsulinemia observada en esta etapa.

Nuestro estudio también demostré que el 53% de la corriente de calcio mediada por
canales LVA y cerca del 60% de la corriente mediada por canales HVA son
sensibles a TTA-Az y nifedipina respectivamente. Los resultados concuerdan con
estudios previos en el laboratorio relacionados con el bloqueo de las corrientes de
bario (Navarro-Tableros et al., 2007a; Rosenbaum et al., 2001). Con el fin de
explorar la contribucién de ambos tipos de canales a la secrecion de insulina,
decidimos evaluar los efectos de diferentes bloqueadores sobre la secrecion de

insulina mediante el RHPA.

Una ventaja del RHPA es que las células beta secretoras pueden identificarse
inequivocamente. Estudios previos han demostrado que el RHPA es una técnica util
para identificar y estudiar la secrecion de células beta pancreaticas individuales
(Hiriart, M. and Matteson, 1988). Los resultados mostraron que los bloqueadores de
los canales de calcio tipo T y L inhiben parcialmente la secrecién de insulina tanto
en condiciones basales como estimuladas por glucosa en células beta adultas. Esto
corrobora la importancia funcional de los canales de calcio en el acoplamiento entre

el estimulo y la secrecién en las células beta pancreaticas de rata.

El RHPA mostré que sélo el mibefradil (36%) y el TTA-A2 (61%) tienen efectos
inhibitorios significativos sobre la secrecién de insulina a 5.6 mM de glucosa,
concentracion cercana al umbral necesario para activar la actividad eléctrica

(Meissner and Schmelz, 1974). Los resultados apoyan la hipétesis de que los
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canales de calcio tipo T tienen un papel importante en la liberacién de insulina en
condiciones basales de glucosa. Otro estudio también demostro que la inhibicion de
los canales de calcio tipo T reduce la secrecion de insulina en un 60-70% a 6 mM
de glucosa en las células beta pancreaticas humanas (Braun et al., 2008). Otros
autores han propuesto que los canales de Ca?' tipo T pueden aumentar la
frecuencia de las espigas espontaneas de calcio intracelular, o que resulta en la
liberacion prematura de insulina en condiciones de glucosa no estimulantes (Li,
2015).

Los datos mostraron que todos los farmacos inhibieron claramente la secrecion de
insulina en condiciones estimulantes de glucosa. Entre ellos, la nifedipina (85%)
redujo casi por completo el indice de secrecion en 15.6 mM de glucosa, sin afectar
la secrecidn basal de insulina. Estos resultados confirman la importancia funcional
de los canales de calcio HVA en las células beta, el principal responsable de la
exocitosis de la insulina. Los datos concuerdan con otros estudios de nuestro grupo
donde previamente observaron que, en las células beta adultas, la nifedipina
bloqued casi totalmente la secrecion de insulina estimulada por glucosa sin afectar
la secrecion basal (Rosenbaum et al., 2001). Otros estudios también han
demostrado que el bloqueo de los canales de calcio tipo L inhibe la secrecion de
insulina estimulada por glucosa en células beta de rata (Navarro-Tableros et al.,
2007b) y en células beta humanas (Braun et al., 2008; Davalli et al., 1996).

Los datos mostraron que el bloqueo de los canales de calcio tipo T también inhibe
la secrecidén de insulina en 15.6 mM de glucosa. El efecto de estos farmacos sugiere
que los canales LVA también son importantes para la secrecion de insulina en
condiciones estimulantes. Otro estudio del laboratorio mostré que el pimozida,
bloqueador de los canales de calcio tipo T menos selectivo que el mibefradil, inhibid
la secrecion de insulina un 58% en 15.6 mM de glucosa (Navarro-Tableros et al.,
2007b). Otros trabajos también han mostrado que el bloqueo con NiClz disminuye

la secrecion de insulina en las células INS-1 (Bhattacharjee et al., 1997).

Los bloqueadores de los canales de Ca?* que empleamos en los estudios

disminuyen el indice de secrecion de insulina de dos maneras: 1) al disminuir el
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porcentaje de células formadoras de placa (células secretoras de insulina), lo que
sugiere que los bloqueadores evitan el reclutamiento de células previamente
silenciosas a la actividad secretora (Hiriart and Ramirez-Medeles, 1991); y 2) al
disminuir el area de inmunoplacas, que es proporcional a la cantidad de hormona

secretada por las células beta individuales.

Es bien conocido que la secrecion de insulina por las células beta individuales es
heterogénea y se ha demostrado que existen subpoblaciones funcionales de células
beta de ratas adultas (Hiriart et al., 1997; Hiriart and Ramirez-Medeles, 1991; Van
Schravendijk et al., 1992). Una subpoblacion secreta mas insulina (células LP) que
la otra (células SP), pero las células LP tienen la mayor tasa de secrecion y son
responsables de casi el 75% de la secrecion total (Hiriart and Ramirez-Medeles,
1991). En los estudios mostramos que la subpoblacién de células beta mas afectada
por todos los bloqueadores de los canales de calcio fue la de las células LP, debido
a que estas células disminuyeron tanto en la condicion basal como en la estimulada
por glucosa. Curiosamente, los efectos del TTA-A2 y la nifedipina fueron los mas
evidentes a 5.6 mM y 15.6 mM de glucosa respectivamente. Estos resultados
indican que una subpoblacién de células beta es preferencialmente modulable por
los bloqueadores de los canales de calcio, o que sugiere que diferentes tipos de
células beta podrian tener una densidad de canales de calcio y / 0 maquinaria

secretora variables.

Efecto dual del palmitato sobre la secrecion de insulina basal y los canales de
calcio dependientes de voltaje en célula beta adultas

En este trabajo también evaluamos los efectos agudos y crénicos de la exposicion
a concentraciones crecientes de palmitato sobre la secrecidn de insulina, en
condiciones basal y estimulante de glucosa en células beta adultas. Observamos
un efecto dual del AGL sobre la secrecion de insulina dependiendo del tiempo de
incubacion. El palmitato aumenté el porcentaje de células secretoras, el area de

inmunoplacas y el indice de secrecion de insulina global luego de la exposicidon
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durante 1 h, tanto en 5.6 mM como en 15.6 mM de glucosa. Sin embargo, la
preincubacién crénica de las células con el acido graso durante 24 h disminuyd
severamente la secrecidn de insulina global, efecto al que contribuyd la reduccion

en el porcentaje de células secretoras y en el area de placas.

Estos resultados concuerdan con los de otros autores que también han demostrado
que posterior a una exposicion aguda a los AGL (1-3 h), aumenta la secrecion de
insulina (Sako and Grill, 1990) y que éstos juegan un papel fundamental en la
modulacién del efecto estimulante de la glucosa (Warnotte et al., 1994). Los
resultados también concuerdan con los obtenidos en otros tipos celulares del islote
pancreatico, particularmente en las células alfa. Estos autores mostraron que la
exposicion a 0.5 y 1 mM de palmitato durante un corto periodo de tiempo estimuld
la secrecidon de glucagoén en islotes de ratén (Olofsson et al., 2004). Estos hallazgos
en las células alfa tienen implicaciones fisiopatologicas importantes, ya que
sugieren la posibilidad de que la hiperlipidemia contribuya a la sobresecrecién de

glucagon, lo cual agravaria la hiperglicemia.

El efecto dual del palmitato dependiendo del tiempo de exposicion que
demostramos en este estudio coincide con los estudios de otros autores, los cuales
observaron que una elevacion transitoria en los AGL estimula la actividad eléctrica
de las células beta (Fernandez and Valdeolmillos, 1998) y potencia la GSIS;
mientras un aumento a largo plazo desajusta a este proceso (Graciano et al., 2011;
Nolan et al., 2006).

Los efectos de los AGL sobre la fisiologia de las células beta pancreaticas dependen
tanto de la concentracion del acido graso como del tiempo de exposicién (Carvalho
et al., 2006).

En cuanto a los efectos dependientes de la concentracion del AGL, se ha reportado
que concentraciones bajas de palmitato promueven la secrecién de insulina,
mientras que concentraciones altas inhiben la GSIS. La exposicién constante de las
células beta a acidos grasos como el palmitato, se ha relacionado con la pérdida de
la GSIS y con aumento en la apoptosis (Bollheimer et al., 1998; Maedler et al., 2003;

Zhou and Girill, 1994), aunque aun no esta completamente entendido el mecanismo
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por el cual sucede esto. Curiosamente, el analisis de la viabilidad celular revelé que
luego de la preincubacion de las células beta con 1 mM de palmitato durante 1 h
disminuyd la viabilidad, mientras que un efecto similar fue observado luego de la
exposicion crénica por 24 h al AGL, pero ya desde la concentracion intermedia
estudiada (0.5 mM). Es por ello que el analisis de los efectos del acido graso sobre
la secrecion de insulina y las corrientes de calcio observados en nuestro estudio
s6lo son validos a las concentraciones y tiempos de exposicion en los cuales no hay

una afectacién a la viabilidad celular.

Muchos son los estudios que relacionan los AGL con la fisiopatologia de las células
beta pancréaticas. Es conocido que los AGL juegan un importante papel en la
disfuncion de las células B en condiciones patolégicas como la obesidad y la DM2.
Ademas la secrecion de AGL por los adipocitos aumenta en estados de obesidad
(Weyer et al.,, 1999). Se ha comprobado también que el aumento en las
concentraciones de AGL circulantes conlleva a un aumento de la hiperinsulinemia y
de la resistencia a la insulina periférica (Yaney and Corkey, 2003), esta ultima en
una manera dependiente de la concentracion de AGL, tanto en individuos obesos
no diabéticos como en diabéticos tipo 2 (Roden et al., 1996; Santomauro et al.,
1999).

Particularmente, la notable reduccion en el indice de secreciéon de insulina tras 24
h de exposicion al AGL, pudieran correlacionarse con un estado de obesidad e
ingesta prolongada de acidos grasos saturados. Esto esta en concordancia con lo
reportado en la literatura sobre la fuerte correlacion entre la disminucion en la
liberacién de insulina y la obesidad (Kahn et al., 2006) unido a las concentraciones
elevadas de AGL (Boden and Shulman, 2002).

Los resultados también coinciden en parte con otros estudios donde se ha
evidenciado que la exposicion cronica a los AGL disminuye la GSIS (Zhou and Grill,
1994). Estos autores mostraron que cuando los islotes de rata son expuestos a
palmitato durante 48 h aumenta la secrecion basal de insulina pero hay una
marcada inhibicién en la GSIS. Interesantemente, mostramos que, tras 24 h de
exposicion al palmitato, hay una disminucion considerable tanto en el porcentaje de
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células secretoras de insulina como en el indice global de secrecion. Un estudio en
otro tipo celular del islote mostré también que el palmitato inhibié en un 50 % la
secrecion de somatostatina por las células delta pancreaticas (Olofsson et al.,
2004).

Varios son los mecanismos que pueden explicar los efectos patologicos de los AGL
en las células beta de roedores, pero, sin dudas, el efecto sobre los canales
activados por voltaje, particularmente, sobre los canales de calcio, ha sido uno de
los mas estudiados. En este sentido, esta reportado que los efectos de los AGL
sobre los canales de calcio presentes en las células beta pancreaticas también son
dependientes del tiempo y de la concentracion (Carvalho et al., 2006; Graciano et
al., 2011; Nolan et al., 2006).

El analisis electrofisiolégico mostré que 0.5 mM de palmitato aumenta la densidad
de corriente de calcio mediada por canales HVA tras una exposicion al AGL durante
1 h. Curiosamente, el efecto observado fue especifico sobre los canales HVA ya
que la corriente mediada por los canales tipo T se mantuvo invariable a este tiempo
de exposicion. Los resultados electrofisioldgicos sobre los canales de calcio de alto
umbral, principales responsables de la exocitosis de la insulina, pueden
correlacionarse fuertemente con el aumento en el porcentaje de células secretoras,
el area de inmunoplacas y el indice de secrecion en condiciones de glucosa basal
y estimulante que observamos luego de 1 h de exposicion al AGL. También el
aumento en la corriente HVA a este tiempo de exposicidén puede explicar el
incremento notable en la subpoblacion de células LP (principales contribuyentes a

la secrecion total) en 15.6 mM de glucosa.

Otros autores han mostrado que una exposicién a palmitato por un tiempo corto
aumenta la concentracion de calcio intracelular, potenciando asi la secrecion de
insulina por un mecanismo independiente al del canal Katp. El palmitato aumenta la
densidad de corriente mediada por canales de calcio tipo L y el nimero de granulos
de insulina liberados en células B de raton (Olofsson et al., 2004). Ademas, otros
trabajos en islotes pancreaticos mostraron que este AGL aumenta la concentracion

intracelular de calcio (Warnotte et al., 1994). De forma interesante, se ha reportado
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también que la exposicion corta al palmitato, podria incluso modular la actividad de

otros tipos de canales (Komatsu et al., 1999; Prentki et al., 2002).

Resultados similares a los que mostramos fueron obtenidos en las células alfa de
islotes de ratones. Estos autores también correlacionaron el aumento en la
secrecion de glucagon, tras una preincubacién corta con palmitato, con un
incremento de 3-5 veces en el calcio intracelular. Ademas encontraron un aumento
de un 25 % en la corriente total de calcio y un 40 % de estimulacion de la exocitosis
en estas células bajo estas condiciones experimentales (Olofsson et al., 2004).
Curiosamente, también observaron que la modulacion de la corriente de calcio por
el AGL fue anulada por isradipina, lo que sugiere que el palmitato selectivamente
modul6 a los canales de calcio tipo L. Esto también concuerda con lo observado
luego de la exposicion durante 1 h, ya que la modulacién por el AGL fue especifica

también para los canales HVA.

El aumento en el calcio intracelular en las células alfa de ratén provocado por el

palmitato (Olofsson et al., 2004), coincide con los resultados de este estudio.

En lineas celulares de insulinoma de rata también se ha estudiado la modulacion de
las corrientes de calcio por palmitato. Un estudio mostré que el AGL aumenta la
concentracion de calcio intracelular en células HIT-T15 (Remizov et al., 2003). Estos
autores reportaron que esta modulacion esta dada tanto por la movilizacién de calcio
de las pozas intracelulares como mediante la estimulacion del influjo de calcio a

través de los canales sensibles a voltaje.

En contraste a lo planteado hasta aqui, un trabajo realizado en células beta de ratas
GK (modelo de ratas no obesas con DM2) revelé que no aumentd la concentracion
intracelular de calcio ante un incremento en los AGL en el plasma. No obstante,
estos autores si encontraron cambios discretos en la exocitosis, lo que se manifestd
como una reduccion de alrededor de un 50 % en la sensibilidad al calcio (Rose et
al., 2007).

Varios hallazgos indican que el aumento de calcio mediado por AGL en células beta

comprende dos componentes: la movilizacion de los almacenes internos como el

110



RE vy el influjo a través de los canales de calcio dependientes de voltaje presentes
en la membrana plasmatica (Tian et al., 2008). Sin embargo, existe controversia en
cuanto a si los efectos de los AGL en estas células son directos o indirectos
(Fujiwara et al., 2005).

Nuestro estudio mostré ademas una radical disminucion en la secrecion de insulina
en 5.6 y 15.6 mM de glucosa, asi como una drastica reduccion en la subpoblacion

de células LP, tras la exposicidn al palmitato durante 24 h.

En este sentido se ha planteado que la exposicion crénica de las células beta a AGL
provoca la pérdida de la agregacion de los canales de calcio en la membrana. Esto
podria conllevar a que los granulos competentes liberados no estén expuestos a las
concentraciones exocitéticas adecuadas de calcio intracelular durante los
potenciales de accion de estas células. Se ha sugerido ademas, que esta
disociacion de los complejos granulos/canales de calcio podria tener consecuencias
funcionales criticas, sobre todo teniendo en cuenta que estas células presentan una
relativamente baja densidad de canales de calcio comparado con otras células
endocrinas como las células cromafines. Se cree que este pudiera ser un
mecanismo por el cual las células beta puedan suprimir la secrecién de insulina

durante condiciones de ayuno/inanicion (Rorsman et al., 2012).

Los efectos observados sobre la secrecion de insulina correlacionan con el
comportamiento electrofisioldgico de los canales de calcio luego de la exposicion al
AGL por 24 h. La concentracion intermedia de palmitato (0.5 mM) disminuyé los
maximos de ambas corrientes de calcio LVA y HVA, lo que justifica en gran parte la
reduccion en el porcentaje de células secretoras de insulina, el area de

inmunoplacas y el indice de secrecion global.

Sorprendentemente, al explorar el efecto del AGL durante 48-72 h observamos un
aumento en la corriente mediada por canales HVA, mientras que la corriente LVA
se mantuvo inalterable. Estos resultados luego de una exposicion cronica al
palmitato mas prolongada, son distintos a los que obtuvimos tras 24 h de
preincubacion. Lamentablemente no pudimos evaluar el efecto del AGL sobre la

secrecion basal y estimulada por glucosa durante 48-72 h. Sin embargo, estudios
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realizados en esta década muestran que el tratamiento con palmitato durante 48 h
reduce la GSIS en la linea celular de insulinoma de ratén MING, por un mecanismo
independiente de la produccién de ceramidas. Estos autores reportaron una
disminucién en la activacion de la CaMKII, lo cual sugieren podria estar relacionado

con el desacople en la secrecion de insulina (Watson et al., 2011).

En general, independiente del mecanismo, el palmitato tiene un efecto dual tanto
sobre la secrecion de insulina como sobre la corriente de calcio mediada por canales
dependientes de voltaje, y que este efecto dual es dependiente del tiempo de

exposicidon y de la concentracion del acido graso.
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8. CONCLUSIONES

Las células beta pancreaticas de ratas neonatas, P20 y adultas presentan
canales de calcio tipo T. El hecho de que la deteccion y amplitud de las
corrientes de calcio aumenten con la edad indica que estos canales pueden
considerarse marcadores de maduracion de estas células.

Las tres isoformas de los canales LVA se expresan diferencialmente durante
el desarrollo posnatal de las células beta pancreaticas de rata. La mayor
expresion de Cav3.1 y Cav3.2 en células beta adultas correlaciona con la
mayor amplitud de corriente de calcio tipo T en esta edad.

Las corrientes de calcio en células beta de ratas P20 son heterogéneas, lo
que sugiere la existencia de subpoblaciones de células beta relacionadas con
los canales HVA en esta edad.

El mibefradil y el TTA-A2, bloqueadores de los canales tipo T, inhiben la
secrecion de insulina en células beta adultas en 5.6 mM de glucosa, mientras
que la nifedipina, bloqueador de los canales tipo L, fue el farmaco mas
efectivo en 15.6 mM de glucosa. Esto reafirma la importancia de los canales
tipo T y tipo L en las secreciones de insulina basal y estimulada por glucosa
respectivamente.

El palmitato modula de forma dual la secrecion de insulina y las corrientes de
calcio en células beta adultas. Los efectos del acido graso libre son

dependientes de la concentracion y del tiempo de exposicion.
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9. PERSPECTIVAS

- Determinar la localizacién subcelular (razén membranal/citoplasma) de las
isoformas de los canales LVA durante el desarrollo de las células beta
pancreaticas de rata mediante el empleo de la microscopia confocal.

- Evaluar la apoptosis de las células beta pancreaticas expuestas a palmitato
1 mM durante 1 hy a 0.5y 1 mM durante 24 h. Estos experimentos ayudaran
a explicar la disminucidon en la viabilidad celular observada a estas
concentraciones y tiempos de exposicion al AGL.

- Estudiar el posible efecto del palmitato sobre algunos componentes de la via
de sefalizacion de insulina.
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11. ANEXOS

Una gran parte de los resultados presentados en este trabajo han sido

publicados en el siguiente articulo:

Garcia-Delgado N, Velasco M, Sanchez-Soto C, Diaz-Garcia CM and Hiriart

M (2018). Calcium Channels in Postnatal Development of Rat Pancreatic
Beta Cells and Their Role in Insulin Secretion. Front. Endocrinol. 9:40. doi:
10.3389/fendo.2018.00040
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