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Resumen

El sindrome metabdlico (SM) es un conjunto de signos metabdlicos que aumentan
el riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares (ECV) y diabetes mellitus
tipo 2 (DM2). De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), los signos
gue componen el SM son: obesidad central, dislipidemia (aumento en los niveles de
triglicéridos en plasma y/o disminucion en los niveles HDL), hipertension, resistencia
a la insulina, e hiperinsulinemia. La secrecion de insulina estimulada por glucosa
(GSIS) es un proceso complejo que involucra a diferentes tipos de canales ionicos,
entre ellos los canales de potasio dependientes de voltaje Kv2. La actividad de estos
canales contribuye a la repolarizacion del potencial de membrana'y, con ello, al cese
de la secrecidn de insulina. El papel de los canales de potasio Kv2 no ha sido
estudiado en el contexto del SM, por lo tanto, se considerd importante determinar si
los cambios en la actividad de estos canales podrian modificar la secrecion de

insulina.

En este trabajo se estudié la posible participacion de los canales Kv2 en el
mecanismo de hiperinsulinemia observada en el SM. Se utilizé un modelo de SM en
ratas Wistar inducido con una dieta alta en sacarosa (20 % en el agua de bebida)
durante 8 semanas y se midieron pardmetros somatométricos y metabolicos. Se
utilizaron cultivos primarios de célula B pancreatica y se estudiaron a los canales
Kv2 utilizando la técnica de fijacion de voltaje en microareas de membrana (Patch-

Clamp) en la modalidad de célula completa.

Los resultados mostraron que, después de 8 semanas de tratamiento con la
sacarosa al 20 %, los animales desarrollan obesidad central, asociada con un
incremento en la grasa peripancreatica y gonadal, hipertrigliceridemia,
hiperinsulinemia y resistencia a la insulina, al ser comparados con el grupo control.
Al comparar las densidades de corriente, la dependencia en el voltaje de la
activacion y la inactivacion, asi como la expresion de canales Kv2 mediante
fluorescencia, en células B pancreaticas provenientes de animales con SM y

controles, no se encontraron diferencias entre ambos grupos. En conclusion los



canales de potasio dependientes de voltaje Kv2, no participan en el mecanismo de

hiperinsulinemia observada durante las primeras etapas del SM.

Abstract

Metabolic syndrome (MS) is a group of metabolic signs that increases the risk of
develop cardiovascular disease (CVD) and type 2 diabetes mellitus (2DM).
According to the World Health Organization, MS includes the presence of symptoms
such as central obesity, dyslipidemia, hypertension, insulin resistance and
hyperinsulinemia. Glucose-stimulated insulin secretion (GSIS) is a complex process,
which involves the activity of different ionic channels, including that of Kv2 voltage-
gated potassium channels that contribute to the repolarization of the membrane
potential and limit further insulin secretion. We highlight the idea that changes in the
activity and/or expression of Kv2 potassium channels, whose role in MS has not
been yet clarified, may contribute to alterations in insulin secretion. In this work, we
characterized the electrophysiological properties of Kv2 channels and studied their
activity on hyperinsulinemia-related mechanisms observed in MS. For this purpose,
we used a Wistar rat metabolic-syndrome model, which were fed with a 20 %
sucrose diet for eight weeks. We performed somatometric and metabolic
measurements to characterize the presence of MS and used pancreatic (3 cells from
primary cultures of control and MS animals. To study Kv2 channels from these cells,
we used the Patch-Clamp technique in the whole-cell configuration. Our results show
that, after eight weeks with a 20 % sucrose diet, the rats developed MS with central
obesity, hypertriglyceridemia, insulin resistance and hyperinsulinemia, as compared
to the control group, however, we did not observe differences in the current density
nor in the voltage-dependence of activation and inactivation or in the expression
levels of Kv2 channels between pancreatic 3 cells from control and MS animals. In
conclusion, our results show that Kv2 channels may not participate in the

hyperinsulinemia mechanism observed in MS.



Introduccioén

1. Sindrome metabdlico

El sindrome metabdlico (SM) es un conjunto de signos y sintomas metabdlicos que
aumentan el riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares (ECV) y diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) (Kassi et al., 2011). Estos signos comprenden a la obesidad
central, hipertension, dislipidemia (aumento de triglicéridos y disminucion de HDL),
alteracién de la glucosa en ayuno, hiperinsulinemia y resistencia a la insulina (Eckel
et al., 2010; Hiriart et al., 2014).

La etiologia de este sindrome no esta clara, se sabe que factores genéticos y
ambientales como dietas ricas en calorias, la falta de actividad fisica (Ning et al.,
2021) y disruptores endocrinos contribuyen al desarrollo del sindrome (Xu et al.,
2021).

El SM es un problema de salud publica y su prevalencia ha ido en aumento. En
Estados Unidos la prevalencia del SM es del 33.7 % en la poblacion hispana,
observandose una mayor incidencia en mujeres (36 %) que en hombres (34 %)
(Heiss et al., 2014; Rochlani et al., 2015). Mientras que en la poblacién mexicana la
prevalencia de SM es del 26.6 % teniendo mayor incidencia en hombres (28.5 %)
gue en mujeres (25.2 %) (Aguilar-Salinas et al., 2004).

El concepto de SM fue establecido por Reaven en 1988, que inicialmente lo llamé
“sindrome X” y posteriormente fue renombrado como “sindrome metabdlico”. A lo
largo de los afios, varias organizaciones han trabajado para definir el conjunto de
criterios fisiolégicamente relevantes que forman parte de la definiciébn del SM, la
primera en hacerlo fue la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 1998,
considerando que la resistencia a la insulina era central en la fisiopatologia del SM.
Posteriormente, en 1999, el Grupo Europeo para el Estudio de la Resistencia a la
Insulina (EGIR) propuso una modificacién al criterio de la OMS, requiriendo la
presencia de hiperinsulinemia para el diagnéstico (P. L. Huang, 2009; Kassi et al.,
2011).



El Panel de Tratamiento de Adultos 11l (ATP IIl) del Programa Nacional de Educacion
sobre el Colesterol (NCEP) publicé sus criterios de diagndstico en 2001, pero se
actualizaron en 2005 por la Asociacion Estadounidense del Corazén y la Asociacion
Nacional del Corazon, los Pulmones y la Sangre. Asi, se propuso que se deben de
cumplir al menos tres de los siguientes cinco criterios en el diagnostico del SM:
circunferencia de la cintura mayor 102 cm (hombres) o 88 cm (mujeres), presion
arterial mayor a 130/85 mmHg, niveles de triglicéridos superiores a 150 mg/dl, nivel
de colesterol HDL inferior a 40 mg/dl (hombres) o 50 mg/dl (mujeres) y alteracion de
la glucosa en ayuno (mayor o igual a 110 mg/dl) (Tabla 1) (Huang, 2009; Eckel et
al., 2010; Kassi et al., 2011). La Federacion Internacional de la Diabetes (FID)
publicé en 2005 sus criterios de diagnéstico, y aunque incluye a los de las otras
organizaciones, este ademas afadio el requerimiento de la presencia de obesidad
central (Huang, 2009; Eckel et al., 2010; Kassi et al., 2011). En la tabla 1 se
muestran los criterios de la OMS, NCEP ATP Il y FID.

Relacién Circunferencia Circunferencia
Obesidad central  cintura-cadera abdominal abdominal
> 0.9 en hombres >102 cm en hombres =94 cm en hombres
>0.85 en mujeres > 88 cm mujeres = 80 cm en mujeres
0 IMC > 30 Kg/m?
Triglicéridos = 150 mg/dl 2150 mg/dl =150 mg/dl
Colesterol HDL Hombres <35 mg/d| Hombres < 40 mg/dI Hombres < 40 mg/dI
Muijeres < 39 mg/dl Mujeres < 50 mg/dl Mujeres < 50 mg/dI
Presién sanguinea > 140/90 mmHg = 130/85 mmHg > 130/85 mmHg
Alteracién en la 2 110 mg/dl = 110 mg/dl 2 100 mg/dl

glucosa de ayuno

Resistencia a la Clamp hiperinsulinémico-
insulina euglucémico*

Tabla 1. Criterios utilizados en el diagnostico del Sindrome metabdlico (SM) segun

OMS, NCEP ATP lll, y FID. IMC indice de masa corporal. *Clamp hiperinsulinémico-

euglucémico método de referencia para evaluar sensibilidad a la insulina. Tomado de

(Aschner, 2010; P. L. Huang, 2009).



1.1. Modelos animales de sindrome metabdlico

Existen diferentes modelos animales para el estudio del SM. El aumento en la
cantidad de grasa o azUcar en la dieta, promueven el desarrollo de los signos que
componen al SM. (G. C. Chen et al., 2011).

Las dietas ricas en sacarosa pueden inducir SM en rata, se ha observado que el
tratamiento de machos posdestete con sacarosa al 30 % en el agua de bebida
induce SM, con aumento de peso y de niveles plasméaticos de triglicéridos,
asimismo, algunos animales presentaron aumento del tejido adiposo y cambios en

la OGTT (prueba de tolerancia a la glucosa) (Aguilera et al., 2004).

Existen modelos en donde el SM es inducido mediante el uso de dietas ricas en
sacarosa (12-30 %) o fructuosa (60 a 80 %), en ratas SHR (espontaneamente

hipertensas), ratas Sprague Dawley o Wistar (Larqué et al., 2011).

El desarrollo de SM en humanos se ha relacionado con la ingesta de bebidas
azucaradas de consumo (Malik et al.,, 2006). Teniendo en cuenta que las ratas
Wistar son un modelo que no presenta susceptibilidad a desarrollar diabetes y
obesidad, en nuestro laboratorio se desarroll6 un modelo de SM en ratas Wistar,
mediante tratamiento de sacarosa al 20 % durante 8 (Larqué et al., 2011) y 24
semanas (Velasco et al., 2012). Al final del tratamiento, se observé aumento de
peso, resistencia a la insulina, incremento de la concentracion de triglicéridos,
hiperinsulinemia, hipertension y alteracién de la glucosa en ayuno solo a las 24
semanas en estos animales, en comparacion con el grupo control (Larqué et al.,
2011; Velasco et al., 2012).

De acuerdo al criterio de NCEP ATPIII, se requieren al menos 3 de 5 signos para
un diagnéstico positivo de SM (Kassi et al., 2011). Los animales bajo tratamiento
con sacarosa al 20 % desarrollan SM ya que presentan 4 de los 5 signos, obesidad
central, resistencia a la insulina, hipertrigliceridemia (dislipidémia) y alteracion de la
glucosa en ayuno (Unicamente a las 24 semanas) (Larqué et al., 2011; Velasco et

al., 2012). Estas alteraciones, no pueden ser estudiadas sin antes tomar en cuenta



la fisiologia pancreas y de los islotes pancreaticos que con cruciales en el estudio
del SM.

2. Pancreas e islotes pancreaticos

El pancreas es un organo retroperitoneal blando, alargado y plano (Mahadevan,
2016) que se encuentra en la region superior izquierda, dentro de la cavidad
abdominal, detras del estbmago, conectandose al duodeno (Réder et al., 2016). Se
divide en tres partes principales: la cabeza (extremidad derecha) que colinda con el
duodeno, el cuerpo (parte central) y la cola (extremidad izquierda) que limita con el
bazo (Figura 1) (Mahadevan, 2016; Mark et al., 2018).

Estémago Bazo

Duod{o \ \
25
I

Cuerpo

Cabeza

Figura 1. Localizacién anatémica del pancreas. El pancreas se ubica detras del
estdbmago y colinda el duodeno y el bazo. Se divide anatémicamente en la cabeza, el cuerpo
y la cola. Modificado de (Boron & Boulpaep, 2017). Creado con BioRender.com.

El pancreas contiene dos componentes: el exocrino y el endocrino (Mahadevan,
2016). El componente exocrino o acinar (98 % de la glandula) esta constituido por
conductos y células acinares que secretan jugo pancreatico rico en enzimas
digestivas como la amilasa, la lipasa pancreatica y el tripsinégeno. Estas enzimas
son secretadas hacia el conducto pancreatico principal y hacia el conducto
pancreatico accesorio (Roder et al., 2016). El componente endocrino (1 a 2 % de la
glandula) contiene islotes pancreaticos que albergan células secretoras de
hormonas que participan en la regulacion de la homeostasis de la glucosa, ademas
también contiene elementos vasculares y neurales (Figura 2) (Boron & Boulpaep,
2017).
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Figura 2. Componentes endocrinos y exocrinos del pancreas. Tejido acinar
(componente exocrino) constituye el 98 % de la glandula mientras que los islotes
pancreaticos (componente endocrino) del 1 al 2 %. Creado con BioRender.com.

Los islotes pancreaticos se encuentran distribuidos al azar dentro del tejido acinar,
con un rango de didmetro de 50-500 uym en ratas y de 30 a >400 ym en humanos
(Figura 3) (Kilimnik et al., 2012; Bonner-Weir et al., 2015; Velasco et al., 2018; Jo,
2020; Huang et al., 2018). A su vez cada islote estd constituido por
aproximadamente 2000 células productoras de hormonas endocrinas. Estas
incluyen a las células a, B, &, y (pp) Y €, las cuales secretan distintas hormonas
como glucagon, insulina, somatostatina, polipéptido pancreatico y ghrelina,
respectivamente (Tabla 2) (Campbell & Newgard, 2021).

Cada islote pancreatico esté irrigado por arteriolas que se ramifican en diversos
capilares (DolenSek et al., 2015; Mark et al., 2018). Su irrigacion va desde el centro
hacia la periferia, en donde las hormonas secretadas por células centrales, pueden
regular la secrecion de las células periféricas a medida que la sangre circula (Boron
& Boulpaep, 2017; Dolensek et al., 2015).

Los islotes pancreéticos reciben inervacién del sistema nervioso auténomo la cual
regula la secrecion de las hormonas mencionadas. La estimulacion colinérgica del
sistema nervioso parasimpatico (SNP) incrementa la secrecion de insulina, mientras
gue la estimulacién adrenérgica del sistema nervioso simpatico (SNS) puede tener

un efecto estimulador o inhibidor sobre la secrecién de insulina, dependiendo del



tipo de receptor adrenérgico (Boron & Boulpaep, 2017; Makhmutova & Caicedo,
2021).

Glucagon
Insulina, proinsulina, péptido C, GABA,

ghrelinay amilina

o Somatostatina
Y (pp) Polipéptido pancreatico
€ Ghrelina

Tabla 2. Productos de los tipos celulares de los islotes pancreaticos. Tomado de
(Campbell & Newgard, 2021).

2.1. Células B pancreéticas e insulina

Las células B son las mas abundantes en los islotes pancreaticos, aunque su
porcentaje y distribucion puede variar dependiendo de la especie. En los humanos
representan entre el 50-60 % de las células y se distribuyen por todo el islote,
mientras que en los roedores representan entre el 65-80 %, localizandose en el
centro (Figura 3) (Campbell & Newgard, 2021). La insulina ese sintetiza Unicamente
en las células B pancreéticas y ademas, es secretada junto con otros componentes
presentes en los granulos de insulina como lo son el péptido C, la trifosfato de
adenosina (ATP), acido y-aminobutirico (GABA), ghrelina y amilina (Tabla 2)
(Vakilian et al., 2019).

La insulina es una hormona anabdlica que regula el metabolismo de carbohidratos
lipidos y proteinas, a través de diferentes procesos en el organismo (Tabla 3)
(Niswender, 2011). Su funcion principal consiste en mantener la homeostasis de la
glucosa, mediante el aumento en la translocacion de GLUT-4 a la membrana, misma

gue permite que la glucosa ingrese a los tejidos diana (Thevis et al., 2010).

La insulina también posee efectos mitogénicos que incluyen la division,
diferenciacion y crecimiento celular, asi como la inhibicion de la apoptosis (Bedinger
& Adams, 2015).



Islote de roedor Islote de humano

. Célulasa o Células B (&) Célulasd (@) Célulase

Roedor ~ 10-20%  65-80% ~6%  <1%
Humano ~ 3050%  5060% @ ~6% @ <1%

Figura 3. Comparacion del porcentaje y distribucién de los diferentes tipos de
células en islotes de roedor y humano. Islote de roedor (diametro de 50-500 um) e
islote de humano (diametro de 30 a >400 um) cada uno con porcentajes distintos de
células endocrinas. Modificado de (Campbell & Newgard, 2021).

Higado -Sintesis de glucégeno Produccion de glucosa
-Lipogénesis estimulada por glucagon.
-Entrada de aminoacidos
-Sintesis de proteinas

Adiposo -Transporte y oxidacion de Lipdlisis (lipasa sensible a
glucosa hormonas).
-Lipogénesis

-Entrada de lipoproteinas (LPL)
-Sintesis de glucégeno
-Sintesis de proteinas
Musculo -Transporte de glucosa Protedlisis y liberacion de
-Sintesis de glucégeno aminoacidos.
-Entrada de aminoécidos
-Sintesis de proteinas
-Lipogénesis
Tabla 3. Acciones de lainsulina en el higado, el tejido adiposo y el musculo.
(Niswender, 2011).



La secrecion de insulina por las células B puede ser estimulada por diferentes
nutrientes como la galactosa, manosa y cetohexosas como la fructuosa. Ademas,
algunos aminoacidos (arginina y leucina) y cetoacidos (a-cetoisocaproato y a-
cetoglutarato) también son capaces de estimular débilmente la secrecion de
insulina. A pesar de que varios de estos nutrientes pueden inducir en la secrecion
de insulina, el principal secretagogo de insulina es la glucosa (Boron & Boulpaep,
2017).

3. Secrecion de insulina estimulada por glucosa

Las células B son capaces de detectar cambios en los niveles de glucosa plasmatica
y liberar insulina en respuesta a estos cambios, manteniendo los niveles de glucosa
en sangre (Campbell & Newgard, 2021). Durante el ayuno, cuando la concentracion
extracelular de glucosa es de 3 a 5.6 mM, estas células son eléctricamente silentes

y tienen un potencial de membrana en reposo de -70 a -80 mV (Hiriart et al., 2014).

La secrecién de insulina estimulada por glucosa (GSIS por sus siglas en inglés) se
divide en eventos proximales (metabdlicos) y distales (i6nicos). EI componente
proximal incluye al transporte de glucosa, seguido de la via glucolitica, el ciclo de
Krebs y la fosforilacion oxidativa, lo que resulta en un aumento de la relacion
ATP/ADP que, a su vez, desencadena una cascada de eventos electroquimicos
(evento distal) en donde participan diversos tipos de canales ibnicos como los Karp,
TRP, Kv, Nav, Cav (de los hablaremos mas adelante) que culminan en el aumento
de Ca?* intracelular y en la exocitosis de insulina a la sangre (Hiriart & Aguilar-Bryan,
2008).

3.1. Eventos metabdlicos

Cuando la concentracion extracelular de glucosa incrementa a valores mayores a 7
mM, esta ingresa a la célula  a través del transportador GLUT2 en roedores (Km =
11 mM) y de GLUT1 y GLUT3 en humanos (Km = 6 mM) ya que estos
transportadores aumentan su actividad en respuesta a incrementos en la

concentracion extracelular de glucosa (Newsholme et al., 2014).



Una vez dentro de las células, la glucosa es fosforilada por la enzima glucocinasa
formando glucosa-6-fosfato y evitando su salida de la célula, asi que se considera
que este es un paso limitante en el metabolismo de la glucosa. La glucosa
fosforilada sigue la via glucolitica hasta formar piruvato, el cual ingresa al ciclo de
Krebs en la mitocondria. Posteriormente los productos ingresan a la cadena de
transporte de electrones, produciendo ATP. El aumento en la relacion ATP/ADP
propicia el cierre de los canales de potasio sensibles a ATP (Katp) (los cuales
vinculan al estado metabdlico con la actividad eléctrica de la célula), impidiendo la
salida de K* (Figura 4)(Hiriart et al., 2014, 2015).

3.2. Eventos eléctricos

El cierre de los canales Katp evita el flujo de los iones de potasio al exterior de la
célula B, aunado a esto los canales TRP (TRPM2, TRPM4 y TRPM5) permiten el
paso de Ca?*y Na* al interior, conduciendo a una despolarizacién lenta del potencial
de membrana hasta -40 mV (Hiriart et al., 2014). A este potencial de membrana, la
probabilidad de apertura de los canales de Na* y Ca?* (tipo T) dependientes de
voltaje aumenta, permitiendo la entrada de Na* y Ca?* a la célula, produciendo una
despolarizaciéon rapida del potencial de membrana (Figura 4). Cuando el potencial
de membrana alcanza un valor de alrededor de -20 mV, se activan los canales de
Ca?* tipo L, lo que incrementa mas la concentracion de Ca?" en la célula
desencadenando la secrecion de los granulos que contienen insulina (Hiriart et al.,
2014).

Finalmente, la repolarizacion del potencial de membrana se regula principalmente
por la corriente de K* activada por voltaje que es acarreada principalmente por los
canales de la familia Kv2 (de los que hablaremos mas adelante) que contribuyen
del 60-70 % y los Kvl1.4 del 20-30 % de las corrientes de K* de las células
pancreaticas (Macdonald et al., 2001). Al activarse los Kv2, estas proteinas
regresan el potencial de membrana al reposo, disminuyendo la actividad eléctrica
de las células B que resulta en cese de la secrecion de insulina (Figura 4) (Hiriart
et al., 2014).
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Figura 4. Mecanismo de secrecion de insulina estimulada por glucosa (GSIS). La
glucosa entra a la célula 8 a través de GLUT-2 en donde es metabolizada hasta la obtencion
de ATP, posteriormente los KATP se cierran conduciendo a la despolarizacién del potencial
de membrana y a la apertura de canales TRP, Nav y Cav, culminando con el aumento de
Ca2+ intracelular y la secrecién de insulina, finalmente la apertura de los canales Kv conduce
a la repolarizacion del potencial de membrana y al cese de GSIS. Gk (glucocinasa), G6P
(glucosa-6-fosfato), ATP (adenosina trifosfato), ADP (adenosina difosfato). Modificado de
(Hiriart et al., 2014). Creado con BioRender.com.

3.3. Exocitosis de insulina

La secrecion de insulina estimulada por glucosa ocurre de forma bifasica, la primera
fase es rapida y de corta duracion (~10 minutos); mientras que la segunda fase
ocurre lentamente, hasta alcanzar una meseta, y dura tanto como dure el estimulo
con glucosa (Vakilian et al., 2019). La secrecion bifasica se debe a que hay 2
reservorios de granulos secretores, aquellos que se encuentran anclados a la
membrana (y son los primeros en liberarse) y aquellos que se encuentran alejados
de la membrana, y que ante el estimulo de glucosa se translocan y se anclan a la

membrana, fusionandose posteriormente (Gandasi et al., 2018).

Los granulos secretores de insulina pasan por un proceso de exocitosis regulada,
el cual se compone de tres etapas: acoplamiento, preparacion y fusién. Durante el

acoplamiento, las vesiculas provenientes de Golgi se translocan y se anclan a
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proteinas que facilitan la agregacion de vesiculas cerca de la membrana plasmatica
quedando asi listas para fusionarse (Xiong et al., 2017; Vakilian et al., 2019; Gerber
& Sudhof, 2002).

Durante la etapa de preparacion, las proteinas del complejo SNARE (receptor
soluble a proteinas unidas al factor N-metilmaleimida) sintaxina y SNAP-25
localizadas en la membrana plasmatica (SNARE-t) y sinaptobrevina localizada en
la vesicula de secrecion (SNARE-v), que en ausencia del estimulo que promueve la
secrecion de insulina, se encuentran inactivas, cambian su conformacion
prepardndose para la fusion vesicular. Por lo tanto, munc-18-1 que mantiene
inactiva a la sintaxina se disocia permitiendo su union con la SNAP-25, formando el
complejo sintaxina/SNAP-25. Posteriormente se ensamblard con la proteina
sinaptobrevina localizada en las vesiculas secretoras (SNARE-v) (Gerber & Sudhof,
2002) (Figura 5).

En la etapa de fusion, el incremento en la concentracion de Ca?* intracelular, activa
a la sinaptotagmina (sensa de Ca?*) que a su vez permite un cambio conformacional
del complejo sintaxina/SNAP-25, el reclutamiento y su union con la sinaptobrevina.
La unidén de estas proteinas permite el acercamiento y fusién de las membranas
vesicular y plasmatica, liberando la insulina (Gerber & Sudhof, 2002; Vakilian et al.,
2019). Una vez que la insulina se secreta a la sangre portal, llega en primer lugar al
higado, donde la mitad de la insulina se une a receptores, ejerciendo las acciones
antes mencionadas. La insulina libre, que no es utilizada en el higado, es irrigada al
resto de los tejidos (por ejemplo musculo esquelético y tejido adiposo), en donde
produce los efectos antes mencionados al unirse con su receptor (Boron &
Boulpaep, 2017) (Figura 5).
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Figura 5. Exocitosis de granulos secretores de insulina. Lalsm\';"ésiculas provenientes
de Golgi son ancladas a la membrana plasmatica. Posteriormente, las proteinas del
complejo SNARE se preparan, Munc-18-1 se separa de sintaxina. El incremento en la
concentracion de Ca?* intracelular es detectado por sinaptotagmina, promoviendo la unién
de sintaxina, SNAP-25 y sinaptobrevina. La union de las proteinas SNARE promueve la
fusién de las vesiculas a la membrana plasmatica y la posterior liberacion de insulina.
Creado con BioRender.com. Modificado de (Gerber & Sudhof, 2002).

4. Canales de potasio activados por voltaje Kv2

La familia de canales de potasio activados por voltaje (Kv) se compone de 12
subfamilias (Kv1-Kv12). La subfamilia 2 de canales de K* activados por voltaje (Kv2)
esté integrada por dos miembros Kv2.1 y Kv2.2, codificados por los genes KCNB1
(en el brazo largo del cromosoma 20) y KCNB2 (en el brazo largo del cromosoma
8), respectivamente (Gonzalez et al., 2012). Ambos canales se expresan en las
membranas de las células  pancreaticas. Anteriormente se pensaba que el canal
Kv2.2 se encontraba solo en células & y no en células B (Yan et al., 2004), sin
embargo, ahora se sabe que Kv2.2 esta presente en células 3 y en células a de los
islotes pancreéticos (Jensen et al., 2013).

Ambos canales conducen una corriente rectificadora tardia y son capaces de regular
la secrecion de insulina, ya que contribuyen a la repolarizacion y determinan la
duracion del potencial de accién, ademas, pueden interactuar directamente con las
proteinas SNARE de membrana SNAP-25 y sintaxina-1A (Michaelevski et al., 2003;
Fu et al., 2017).

Los islotes pancreaticos de ratones C57BL/6 y knockout para Kv2.1 estimulados
con glucosa, producen cambios en su actividad eléctrica. Los islotes provenientes

de ratones knockout producen potenciales de accion que tardan mas tiempo en
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repolarizarse, lo que se ha asociado con un incremento en la secrecion de insulina
(Jacobson et al., 2007).

4.1. Estructura de los canales Kv2

Los canales de potasio Kv2 son proteinas transmembranales constituidas por cuatro
subunidades a (Gravagna & Ribera, 2009), esta conformacion tetramérica es crucial
para que estos canales sean funcionales (Gonzalez et al., 2012). Cada una de estas
subunidades a esta conformada por seis segmentos transmembranales (S1-S6)
(Yang et al., 2014) (Figura 6 y 7). Ademas, los canales Kv2 poseen subunidades
auxiliares B que pueden regular su funcion y tréfico hacia la membrana (Mathie et
al., 2010), como las KvB (KvB1-Kvp4) (Nagaya & Papazian, 1997; O’'Grady & Lee,
2005) y KChAP (Kuryshev et al., 2000).

Los segmentos transmembranales S1-S4 constituyen al dominio sensor del voltaje,
que se caracteriza por poseer multiples residuos de arginina (cargados
positivamente) en el S4. Los segmentos S5-S6 conforman al dominio del poro (Yang
et al., 2014), en donde se encuentra el filtro de selectividad al K* en la parte
extracelular del poro. La compuerta de activacion del poro en estos canales regula
la apertura y el cierre de estas proteinas y su funcidén esta acoplada al dominio

sensor del voltaje (Gonzalez et al., 2012).

Las regiones amino (N) y carboxilo terminales (C) se ubican en la parte intracelular
del canal (Figura 6). En la regidbn N terminal se encuentra el dominio de
tetramerizacion (T1) (Yang et al.,, 2014), que determina la especificidad del
ensamblaje de las subunidades. Ademas, mantiene estable al tetramero, y sirve
como plataforma para la unidon de las subunidades [ regulatorias y para las
interacciones proteina-proteina. El extremo C terminal es la porcidon mas larga de la
proteina y puede modificar las propiedades de activacion e inactivacion del canal
(Yellen, 2002).
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Figura 6. Representacion esquematicade la estructura de los canales de potasio Kv2.
Conformada por el dominio sensor de voltaje constituido por los segmentos transmembrana
(S1-S4), el dominio del poro (S5-S6), donde se localiza el filtro de selectividad al K*. Los
dominios amino (N) y carboxilo terminal (C) son intracelulares. Tomado y modificado de
(Yellen, 2002).

100 A

Figura 7. Modelo en vista lateral del canal Kv2.1 obtenido a partir de crio-microscopia
electrénica. Cada subunidad es mostrada en diferentes colores, la densidad i6nica de K*
se muestra en esferas verdes. PDB 8SD3 obtenido de (Ferndndez-Marifio et al., 2023).

En toda su estructura, la similitud de Kv2.1 (857 aminoacidos) y Kv2.2 (907
aminoacidos) es del 67 %. El andlisis de individual de las regiones de estos dos
canales indica que existe 86 % de homologia entre las regiones N terminales, 95 %
de homologia entre los segmentos transmembranales (S1-S6) (Frech et al., 1989;
Hwang et al., 1992) y, en sus extremos C terminales, Kv2.1 y Kv2.2 presentan 63
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% de homologia entre los primeros 195 aminoacidos, pero a partir de la treonina
535 (region distal), el canal Kv2.1 muestra un 21 % homologia con respecto al Kv2.2
(Figura 8) (Fink et al., 1996; Kihira et al., 2010).

Carboxilo terminal

Amino terminal Segmentos transmembrana (S1-56) Thr 535 en adelante
86 % 95 % 21%
I n 1 [ ]
N —— s1 s2 s3 s4 S5 S6 I C
Membrana 63 %
plasmatica Carboxilo terminal

195 aminoacidos

Figura 8. Porcentaje de similitud en la secuencia de los canales Kv2.1y Kv2.2. Ambos
canales tienen una alta homologia en su extremo N terminal (86 %) y entre sus segmentos
transmembrana S1-S6 (95 %). Los canales Kv2 son diferentes en el extremo C terminal con
homologia del 63 % en los primeros 195 aminoacidos y del 21 % en la Gltima parte de este.
Amarillo: membrana plasmatica (Fink et al., 1996).

Las diferencias en los extremos carboxilo terminal de estos canales les permiten
interactuar diferencialmente con otras proteinas. La estructura de Kv2 difiere a la de
otros canales Kv, ya que su carboxilo terminal es mas largo, conformando cerca de
50 % de longitud de las subunidad a (Jensen et al., 2013).

De los 2 miembros de la familia Kv2, el canal Kv2.1 ha sido méas estudiado.
Originalmente, se pensaba que era el unico de la familia presente en células £,
debido a su contribucion a las corrientes de K*. El truncamiento de la region del poro
de Kv2.1, produce canales no funcionales sin conduccion idnica, lo cual resulté en
una disminucién del 60 % en las corrientes de K* en las células B de rata,
demostrando la contribucion de este canal a estas corrientes (Macdonald et al.,
2001).

El uso de siRNA ha permitido estudiar a los canales Kv2.1 y Kv2.2 y asi confirmar
la presencia de Kv2.2 en células B. El silenciamiento de ambos canales disminuye
la corriente acarreada por cada uno de estos, lo que indica que tanto Kv2.1 como
Kv2.2 participan en la corriente rectificadora tardia de K* en células 3 de humano
(Fu et al., 2017).
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4.2. Propiedades biofisicas y farmacologicas

Selectividad de los canales de potasio

Los canales de potasio poseen un poro altamente selectivo que permite flujos de K*
desde los 106-102 iones/s (3 pS ~ 300 pS). Todos los canales Kv tienen una
secuencia conservada de siete residuos de aminoacidos (TTVGYGD) que forman

al filtro de selectividad (Gonzalez et al., 2012).

Esta secuencia en el filtro de selectividad es critica, ya que las mutaciones en alguno
de sus aminoacidos interrumpen la capacidad del canal para discriminar entre iones
de K* y Na*. Normalmente el margen con el que se selecciona K* sobre Na* es de
10* (Heginbotham et al., 1994).

Mecanismos de activacion e inactivacion

Los canales idnicos activados por voltaje conducen iones tras una despolarizacion
de la membrana. Lo anterior se debe a que en el dominio sensor de voltaje, el
segmento S4 que contiene 4 o mas residuos de arginina y lisina, los cuales se
desplazan por el movimiento del S4 ante los cambios en el potencial de membrana,
conduciendo a un cambio conformacional en la compuerta y permitiendo que el
canal transite del estado cerrado al abierto (Aggarwal & MacKinnon, 1996; Bezanilla,
2005). Sin embargo, durante despolarizaciones prolongadas, los canales Kv2
cambian su conformacién y se inactivan (estado abierto no conductor) (Yellen,
2002).

Los canales Kv, presentan tres mecanismos por los cuales pueden dejar de conducir
iones, el estado cerrado y dos estados inactivos que ocurren después de
despolarizaciones prolongadas. El primero es el mecanismo de cierre, en este el
canal puede cerrarse ocluyendo la entrada intracelular evitando el flujo de iones (Liu
et al.,, 1997; Del Camino & Yellen, 2001). Lo que ocurre es que la compuerta
intracelular o segmentos S6, obstruyen la entrada desde la superficie citoplasmica
hasta la cavidad interna del canal, los extremos extracelulares de los segmentos S6

forman una cuna para el filtro de selectividad, mientras que los extremos
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intracelulares convergen en un cruce debajo de la cavidad intracelular del canal (Del
Camino & Yellen, 2001).

El segundo es un mecanismo de inactivacion conocido como inactivacion de tipo N
0 mecanismo de bola y cadena, que consiste en la union de un péptido auto-
inhibidor que involucra el extremo N el cual obstruye el paso de iones a través del
poro (Rettig et al., 1994). El tercero es conocido como inactivacion de tipo C, en el
cual el filtro de selectividad a través de cambios conformacionales impide la entrada
de iones, este proceso es mas lento que la inactivacion de tipo N (Hoshi et al., 1991;
Yellen, 2002).

Regulacion farmacologica de los canales Kv2

El flujo de iones a través de los canales de potasio Kv2 puede inhibirse por toxinas
y/o bloqueadores. Un bloqueador clasico de todos los canales de potasio, es el
tetraetilamonio (TEA), el cual bloguea al canal por ambos lados de la membrana en
sitios distintos (Figura 9), los aminoacidos que interactian con el TEA se ubican en
la parte interna y externa del filtro de selectividad (Doyle et al., 1998). En las células
B pancreéticas el TEA bloquea el flujo de canales Kv2 a concentraciones de 20 mM
incrementando la entrada de Ca?* a la célula (Macdonald et al., 2001; MacDonald
et al., 2002).

Flujo normal Bloqueo por TEA

i 3 i |

A, A il

Figura 9. El mecanismo de accion del TEA. El TEA bloquea el flujo de potasio por
obstruccién directa en la caras externa e interna del canal (Yuk Man Leung, 2012).

Las toxinas que inhiben el flujo idnico de K* se pueden agrupar segun el dominio
con el que interactian y sus mecanismos de accion. La primera clase de toxinas
inhiben el flujo de iones K* uniéndose a la cavidad externa del poro de conduccién.
La segunda clase interactua con el dominio sensor de voltaje y modifica la cinética

de activacion del canal (Figura 10) (Yuan et al., 2007).
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El veneno de tarantula contiene toxinas que interactian con el dominio sensor de
voltaje de canales Kv modificando la apertura de la compuerta del canal. Las toxinas
de escorpion también pueden afectar a los canales, un ejemplo es la Caribdotoxina
(CTX) la cual se une al dominio del poro en canales KCa?* (Figura 10) (Lee et al.,
2010).

GxTx
HxTx
SGTx1

JZTx-lIl CTX
Dominio Dominio del
sensor de poro
voltaje
o l Extracelular

Membrana
plasmatica

Intracelular

K+
Figura 10. Dominios a los que se unen las toxinas de los canales Kv2. Las toxinas de
escorpion como la Caribtodoxina (CTX) se unen al vestibulo exterior del poro; las toxinas
de tarantula como la Hanatoxina (HaTx), SGTx1, Jingzhaotoxina (JZTX-Ill) y Guanxitoxina
(GxTx-1E) se unen al dominio sensor de voltaje. Modificado de (Swartz, 2008).

Se ha observado que algunas toxinas de tarantula como HaTx1, GxTx, SGTx1 y
JZTX-1l se unen al dominio de deteccion de voltaje de los canales Kv2 y modifican
la activacion dependiente de voltaje. Sin embargo, SGTx1 y JZTX-Ill tienen una
afinidad relativamente baja (2.7 uM y 430 nM respectivamente) (Lee et al., 2010),
ademas, pueden llegar a interactuar con canales de Na* o Ca?* dependientes de
voltaje, lo que no las hace buenas candidatas como inhibidores especificas de Kv2
(Bosmans et al., 2008; Xiao et al., 2004).

Otras toxinas como la HaTx1 tienen una afinidad relativamente alta (~1 uM), y se
ha utilizado para el estudio de la fisiologia de las células B, en donde se ha
observado que inhibe la corriente de los canales Kv2.1 (Tamarima et al., 2005). Sin
embargo, la sintesis quimica y plegamiento de esta toxina es complicado, lo que

limita su uso (Lee et al., 2010).

La GXTx-1E es el inhibidor mas potente del canal Kv2.1 (Herrington et al., 2006).

Esta toxina se une a la secuencia de aminoacidos extracelular que une el segmento
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transmembrana 3 y 4 del dominio sensor de voltaje, ya que se ha observado que

mutaciones en estos sitios debilitan la afinidad de la toxina (Lee et al., 2010).

La toxina GXTx-1E inhibe la corriente de los canales Kv2.1 tanto en células B
pancreaticas de ratbn como de rata, cambiando la dependencia de voltaje de la
activacion hacia potenciales mas positivos, lo que ha convertido a esta toxina en
una buena candidata para el estudio de los canales Kv2.1. En el caso de los canales

Kv2.2, no se han identificado inhibidores especificos (Herrington, 2007).

4.3. Regulacién enddgena de los canales de potasio Kv2.1

El entorno lipidico de la membrana, el medio intracelular y el entorno extracelular
son importantes para el comportamiento de los canales Kv2.1, de hecho, en las
células B pancreaticas, estos canales estan sujetos a una diversa gama de
mecanismos de regulacion. Estos canales se sitian en balsas lipidicas ricas en
colesterol, y el agotamiento de estas disminuye notablemente la conductancia de
K* y altera las propiedades de compuerta de estos canales, lo que aumenta la

secrecion de insulina (Xia et al., 2004).

Kv2.1 es sensible a la temperatura y al estado redox. Cuando se hacen registros de
corriente en configuracion de célula completa a temperatura ambiente (22 °C), estos
canales muestran una inactivacion lenta, sin embargo, exhiben una inactivacion
mMas rapida a temperaturas cercanas a las fisiologicas (32-35 °C). En otros canales,
como los canales de sodio, la recuperacion desde el estado inactivo es mas rapida
a 33°C que a 23°C. El aumento del estado redox intracelular mediante un aumento
de la relacion NADPH/NADP* también facilita su inactivacion (Nagatomo et al.,
1998; MacDonald et al., 2003)

El canal Kv2.1 contienen 76 residuos de serina, 36 de treonina y 13 de tirosina en
sus regiones N y C terminales. Muchos de estos residuos se han predicho como
potenciales sitios de fosforilacion de proteinas cinasas (Mohapatra et al., 2007).
Estos sitios pueden regular las propiedades biofisicas de los canales como, por

ejemplo su potencial de activacion pero también a sus niveles de expresion en la
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membrana y, por ende, a la densidad de la corriente saliente de K* (Gravagna &
Ribera, 2009).

El trafico de los canales Kv2.1 se encuentra regulado a través del control del trafico
de vesiculas que los contienen. Estas transitan del reticulo endoplasmico hasta el
sitio de insercion en la membrana plasmatica (Gravagna & Ribera, 2009), en donde
forman clusters de 6 a 12 canales, que facilitan la exocitosis de la insulina. De hecho
Kv2.1 pero no Kv2.2 forman clusters, debido a que el truncamiento de los ultimos
318 aminoacidos del carboxilo terminal de Kv2.1 impide su formacion; ademas
solamente Kv2.1 interacttia con el complejo sintaxina 1A/SNAP-25 lo que promueve
la exocitosis de granulos de insulina (Fu et al., 2017).

5. Antecedentes

Como se menciond anteriormente en el mecanismo de secrecién de insulina
estimulada por glucosa, participan diferentes tipos de canales iénicos y enzimas del
metabolismo glucolitico. Es probable que los mecanismos que conducen a la
hipersecrecién de insulina durante el SM involucren a las enzimas del metabolismo
glucolitico, canales ionicos (Katp, Cav , Nav y Kv) que participan en el mecanismo
de GSIS. De manera que, un mayor influjo de Ca?*asi como un mayor tiempo de
repolarizacion mediado por los canales Kv; alteraciones en la actividad de estos
podrian propiciar la hiperfuncion de las células B durante el SM (Jacobson et al.,
2007; Ruiz, 2018).

El aumento en la secrecion de insulina y los cambios en la sensibilidad de canales
ibnicos debido a sobreestimulaciones prol6ongalas con carbohidratos,
eventualmente conduce a que las células B secreten menos insulina (a través de
mecanismos que aun no se conocen) siendo incapaces de mantener los niveles de

glucosa en sangre (Nolan & Prentki, 2019)

Algunos grupos han realizado estudios transversales en humanos, y han reportado
que al inicio de la Diabetes Mellitus tipo 2 la capacidad secretora de las células 3
disminuye, pasando de secretar una gran cantidad de insulina a secretar menos
insulina (Ferrannini et al., 2005; Erion & Corkey, 2018).
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Nuestro laboratorio ha sido pionero en el estudio de los efectos de SM sobre los
canales idnicos de células B, utilizando ratas tratadas con sacarosa al 20 % durante
8 semanas. En dichos animales hemos observado que el SM no afecta la
sensibilidad al ATP en los canales Kartp (Cruz-cruz et al., 2022) y que no hay
diferencias en las corrientes de Na* en ambos grupos. Sin embargo, las corrientes
de Ca?" son mayores en el grupo tratado lo que podria contribuir a la
hiperinsulinemia observada (Ruiz, 2018). A las 8 semanas de tratamiento se
observo aumento en la masa de células insulares y en la cantidad de GLUT2, que
también podrian contribuir a la hiperinsulinemia de nuestro modelo (Larqué et al.,
2011).

En trabajos previos, al evaluar los efectos a largo plazo del tratamiento con sacarosa
al 20 % durante 24 semanas, se observo que la sensibilidad de los canales Katp al
ATP aumenta, indicando que los canales Katp se cierran a concentraciones mas
bajas de ATP. Este aumento en la sensibilidad de los canales Katp conlleva a una
mayor secrecion de insulina, lo cual explica en parte la hiperinsulinemia observada
durante el SM. Ademas, se encontrd que el 15 % de las células tienen una densidad
de corriente de Ca?* mayor en comparacion con el grupo control, lo cual también
contribuye a la hiperinsulinemia observada a este tiempo de tratamiento (Velasco et
al., 2012).

Planteamiento del problema

La funcion de los canales Kv2 pancreéaticos se ha estudiado en condiciones
fisiol6égicas. Sin embargo, se desconoce el papel de dichos canales en la
fisiopatologia del sindrome metabdlico. El estudio de la actividad de los canales de
potasio Kv2 en dicha patologia pretende dilucidar su contribucion a la
hiperinsulinemia observada en el sindrome metabdlico.

Hipotesis

Durante el sindrome metabolico la corriente rectificadora tardia acarreada a traves
de los canales de potasio dependientes de voltaje Kv2 disminuira en células

pancreaticas, contribuyendo a la hiperinsulinemia observada.
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Objetivos
General

Analizar los efectos del sindrome metabdlico sobre las propiedades biofisicas de
los canales de potasio dependientes de voltaje Kv2, y la contribucion de estos al

aumento en la secrecion de insulina

Particulares
1) Caracterizar al sindrome metabdlico a los dos meses de tratamiento con
sacarosa al 20 % mediante las siguientes mediciones:

» Pruebas de tolerancia a la glucosa y sensibilidad a la insulina
» Parametros somatomeétricos

= Cuantificacion de niveles plasmaticos de insulina y triglicéridos
2) Comparar en células 8 pancreaticas control y con sindrome metabdlico:

* Densidad de corriente
» Dependencia de voltaje de la activacion en estado estable

» Dependencia de voltaje de la inactivacién en estado estable

3) Analizar la expresién de los canales Kv2.1 y Kv2.2 en células B pancreaticas

control y con sindrome metabdlico
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Metodologia

Modelo de SM en rata

El desarrollo del modelo de SM se llevo a cabo de acuerdo con lo descrito
previamente en el laboratorio (Larqué et al., 2011; Velasco et al., 2012). Se utilizaron
ratas Wistar machos adultas jovenes, con un peso entre 250-280 g (de
aproximadamente 2 meses de edad), las cuales proporciond el bioterio del Instituto
de Fisiologia Celular (IFC), UNAM. Las ratas se mantuvieron en ciclos de 12 horas

de luz y 12 horas de oscuridad, a 20-23 °C y 40 % de humedad relativa.
Los animales se dividieron aleatoriamente en dos grupos:
1) Ratas control a las cuales se les proporcion6 agua simple para beber (control).

2) Ratas que tuvieron acceso a una solucién de sacarosa al 20 % (p/v) en el agua

de bebida (sacarosa 20%).

Ambos grupos se alimentaron con una dieta estandar para roedor (LabDiet
Rodent 5001) con una composicion de 28.5 % de proteina, 13.5 % de grasa y

58 % de carbohidratos) ad libitum durante ocho semanas.

Todos los animales se mantuvieron y utilizaron de acuerdo con las reglas del Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) del IFC,
UNAM (nuamero de protocolo: MHU188-22), basados en “International Guiding
Priciples for Biomedical Research Involving Animals” por el Consejo para la

Organizacion Internacional de Ciencias Médicas, 2010.

Caracterizacion del modelo

Todas las mediciones y experimentos se realizaron en ratas con un ayuno de 12
horas, después de este periodo se retir0 la dieta estandar y la solucion de sacarosa
al 20 % se reemplazé por agua corriente. Al final del tratamiento, los animales se

anestesiaron con pentobarbital sédico (40 mg/Kg de peso) y la eutanasia se aplic

23



con sobredosis de pentobarbital soédico (100-150 mg/Kg). Posteriormente, se
obtuvieron muestras de sanguineas de la vena cava inferior, en tubos con heparina,
para los posteriores analisis de insulina y triglicéridos en plasma. También se

disecaron el pancreas, los tejidos adiposo blanco peripancreatico y epididimal.

1. Pruebas de tolerancia a la glucosa y sensibilidad a la insulina

En la semana 7, a los animales de ambos grupos experimentales (previamente
ayunados por 12 h), se les realizaron pruebas de tolerancia a la glucosa mediante
la administracion intraperitoneal de glucosa (2 g/Kg de peso) y pruebas de
sensibilidad a la insulina con la administracién intraperitoneal de insulina (0.2 Ul/Kg

de peso).

Se cuantifico la concentracién de glucosa en sangre periférica obtenida de la cola
de los animales mediante el uso de un glucometro. Las determinaciones se
realizaron antes de la administracion de las dosis de glucosa o insulina (tiempo cero)

y a los 15, 30, 60, 90, y 120 minutos posteriores a la administracion.

2. Parametros somatométricos

Cada semana, durante las 8 semanas de tratamiento, se obtuvo el peso corporal de
los animales y se determinaron el consumo de alimento y de agua totales. Al finalizar
el tratamiento, los animales fueron anestesiados y se midieron el peso corporal, la
circunferencia abdominal (regién abdominal justo por encima de la cresta iliaca), y
la longitud corporal (desde la punta de la nariz hasta el ano) con una cinta métrica.
Adicionalmente, se extrajo y pesoO el depdsito de tejido adiposo epididimal y

peripancreatico.

3. Cuantificacion de niveles plasmaticos de insulina y triglicéridos

De la vena cava inferior se obtuvieron muestras sanguineas en tubos heparinizados,

para medir los parametros metabdlicos, se centrifugaron a 2000 rpm durante 15
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minutos a una temperatura de 4°C. El plasma se colecté y almaceno a -20°C hasta

su posterior uso en la cuantificacién de niveles de insulina y triglicéridos.

La cuantificacion de triglicéridos plasmaticos se llevo a cabo por medio de una
prueba colorimétrica de glicerol fosfato oxidasa y fenol 4-amina anti-pireno
peroxidasa (GOP-PAP) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Los niveles de insulina se cuantificaron por medio de un ensayo de inmunoadsorcion
ligado a enzima (ELISA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se
prepararon la enzima conjugada 1X, el buffer de lavado 1X y las muestras a usar
para el ensayo. La placa de 96 pozos fue puesta a temperatura ambiente por una
hora. Después se agregaron 25 pL del blanco, los calibradores (con 5 diferentes
concentraciones), y muestras en cada pozo, por duplicado. Posteriormente, se
agregaron 100 pL de la enzima conjugada 1X a cada pozo y se incub6 en un
agitador de placas (45 rpm) por dos horas a temperatura ambiente. Después de la
incubacion, se lavé la enzima conjugada con 350 uL de buffer de lavado por pozo,

se desecho y agreg6 nuevamente el buffer de lavado, lo anterior se repitié 5 veces.

Una vez terminados los lavados se agregaron 200 pL de sustrato de la enzima a
cada pozo, y se incubé durante 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente,
se agregaron 50 uL de la solucién stop. Por ultimo, se leyé la densidad optica a 450
nm con agitacion de 5 segundos antes de la lectura. Para determinar los niveles de
insulina en cada muestra se promedio la densidad 6ptica medida y se extrapolaron
los valores a partir de una curva estandar. En la curva estandar se graficé el
promedio de la densidad 6ptica en cada calibrador con respecto a su concentracion

conocida, y se ajustaron los datos a una regresiéon polinomial.

Cultivo primario de células insulares

Previo al aislamiento de los islotes pancreaticos, a los animales anestesiados se les
realizo incision en V desde el area genital hasta las costillas, cortando primero a
través de la piel y luego a través de la pared muscular y el peritoneo para exponer
la cavidad abdominal. Después, se separo el higado para exponer al pancreas y al

conducto pancreatico que atraviesa al pancreas hasta que ingresa al duodeno. Con
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unas pinzas hemostaticas se pinz6 al conducto pancreatico en el punto de entrada
al duodeno, después se hizo una pequefia incisibn en el conducto
hepatopancreatico, lo més cerca posible del higado y, luego se insuflé el pancreas
usando un catéter conectado a una jeringa con solucion salina balanceada de Hank

(HBSS, por sus siglas en inglés).

Se disecciono el pancreas insuflado, cortando primero la grasa circundante y luego
la parte adherida al duodeno (cabeza), finalmente se separo la parte conectada al
bazo (cola). El pancreas se coloco en soluciéon HBSS para enjuagar el exceso de
sangre. Los pancreas fueron colocados en una gasa estéril y se retiraron los restos
de grasa, vasos sanguineos y todo aquello que no fuese pancreas. El tejido

pancreatico se corto en pedazos pequefios y se coloco en una solucion colagenasa.

Los islotes pancreaticos se aislaron y separaron del tejido acinar mediante digestion
con colagenasa (0.3 mg/ml) en HBSS, en bafio maria a 37°C y con agitacion durante
5 minutos. Posteriormente, los islotes se colectaron manualmente en una caja de
Petri negra (35 mm x 10 mm), utilizando un microscopio estereoscopico. Los islotes
se digirieron mediante incubacién con una solucién Spinner libre de Ca?*, 10 mM
glucosa, 0.5 % de albumina bovina sérica y tripsina (25 mg/ml), durante 3 minutos
a 37°C, seguido de dispersién mecanica con una pipeta de vidrio tratada con poli-

L-lisina.

Finalmente, las células aisladas se sembraron en cubreobjetos previamente
tratados con poli-L-lisina y en medio RPMI 1640 suplementado con suero bovino
fetal (FBS al 10 %), glutamina 1 %, penicilina 1 G 200 unidades/ml, estreptomicina
200 pg/ml y anfotericina B 0.5 ug/ml durante toda una noche para su posterior uso
(Velasco et al., 2018).

Caracterizacion electrofisiologica

El registro de corrientes macroscopicas se obtuvo usando la técnica de fijacion de
voltaje en microareas de membrana (patch—clamp) (Hamill et al., 1981) en la
configuracion de célula completa (whole-cell), a temperaturas entre 20°C - 22°C.

Los registros se realizaron usando un amplificador Axopatch 200A (Axon
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Instruments) conectado a un convertidor Digidata 1322A A/D (Axon Instruments).
La resistencia en serie se compenso en un 70% (la méaxima posible sin que oscilara
el circuito). La adquisicion de datos se realizo con el software Clampex (version 8.0
de Axon Instruments) y el analisis con Clampfit (version 9.0 de Axon Instruments).

Las corrientes se filtraron a 5 kHz y muestreadas a 10 kHz.

Se usaron tubos capilares Kimax - 51 (Kimble Glass) para fabricar micropipetas con
una resistencia de 2- 4 MQ. Los registros se realizaron 24 horas después del cultivo
de células insulares. Se restaron los transitorios capacitivos de la pipeta de registro
y se integré el area del transitorio capacitivo de la membrana, lo cual nos
proporcion6 la medida de carga que es necesaria para crear una diferencia de
potencial a través de la membrana. Se seleccionaron como células 3 Unicamente a

aquellas células cuyas capacitancias estuvieron en un rango de 5-10 pF.

Soluciones de registro

Para obtener los registros de las corrientes de K* en las células B, se utilizaron las

siguientes soluciones:

- Solucién externa (mM): 140 NacCl, 4 KCI, 1 MgClz, 2 CaClz, 10 HEPES y 10
glucosa. Se ajustd a un pH: 7.4 con NaOH.

- Solucion interna (mM): 140 KCI, 1 MgClz, 1 EGTA, 10 HEPES y 5 MgATP.
Se ajusté a un pH de 7.2, con KOH.

Para la construccion de las graficas de la dependencia de la corriente en el voltaje
(IV), se registraron las corrientes totales aplicando pulsos cuadrados
despolarizantes desde -100 a +80 mV, con incrementos de 10 mV a partir de un

potencial de mantenimiento de -80 mV y con 100 ms de duracion.

Para estudiar la dependencia de la activacion en el voltaje, se aplicé un protocolo
de colas de corriente convencional, como se explica a continuacién. A partir de un
potencial de mantenimiento de -80 mV, se aplicaron prepulsos despolarizantes de
100 ms de duracion desde -60 a 60 mV, con incrementos de 10 mV, inmediatamente
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después un pulso de prueba de 20 ms a -40 mV. La conductancia se obtuvo a partir

de la Ley de Ohm con la ecuacion:
Gk= Ik / (Vm - Ex)

Donde Ixes la corriente de potasio medida en la cola de corriente, Vi es el potencial

del pulso al que se obtuvo Ik (-40 mV) y Ex el potencial de inversion el cual fue

R

., T K+
calculado con la ecuacién de Nernst: Ek = In [[ le

[K+]i

Z J donde R es la constante
universal de los gases, T es la temperatura, Z es la valencia del ion K*, F es la

constante de Faraday y [K*] es la concentracion de K* intracelular (i) y extracelular
(e).

Posteriormente, se construyeron curvas de conductancia normalizada en funcion

del voltaje y se ajustaron con la ecuacion de Boltzmann:
G/Gmax=(1/ (1 + exp [- (V= Vi) /K]))

Donde G/Gmax €s la relacion entre la conductancia (G) y la conductancia maxima
(Gmax), V corresponde al potencial de membrana al que fue medida la conductancia,
V ¥ es el potencial al cual el 50 % de los canales estan activos y corresponde a la

mitad de G/Gmayx, y k representa el factor de la pendiente.

Para estudiar la inactivacion de las corrientes de potasio en estado estacionario se
utilizé un protocolo de doble pulso, el cual consiste en aplicar un prepulso largo que
va desde un potencial de -120 mV hasta +30 mV y con una duracion de 8 s, seguido
de un pulso de prueba de 100 ms a +40 mV.

Los datos de la inactivacion de estado estacionario se ajustaron con la ecuacion de

Boltzmann:
/lmax = (1 / (1 + exp[- (V — Vi2) /K]))

Donde l/lmax €s la relacion entre la amplitud de corriente (1) y la amplitud de corriente
maxima (Imax), V12 e€s el potencial en el cual I/lmax €s la mitad de su maximo, y k

representa el factor de la pendiente.
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Inmunofluorescencia

Los pancreas de los animales de ambos grupos se fijaron en paraformaldehido al 4
%, posteriormente se deshidrataron a través de un gradiente creciente de alcoholes
para finalmente incluirlos en parafina; después se realizaron cortes de 5 micras y se
colocaron en portaobjetos pretratados con gelatina. Posteriormente, los cortes
histologicos se desparafinaron en un horno a 60 °C durante 15 minutos y después

se lavaron con agua corriente.
El tejido se rehidratd colocandolo en alcoholes en el siguiente orden:

- Xilol 100 % 10 minutos

- Alcohol absoluto - 4 minutos
- Alcohol 96 % - 5 minutos

- Alcohol 70 % - 5 minutos

- Alcohol 50 % - 5 minutos

- Agua destilada > 15 minutos

Al terminar de hidratar, las laminas con el tejido se lavaron tres veces con solucion
amortiguadora de fosfatos (PBS 1X, 0.1 M) durante cinco minutos. Se agrego
solucién perforante bloqueadora durante 1 hora (suero normal de cabra (SNC) 2 %,
tritén 0,3 %) y se lavé 3 veces con PBS 1X.

Para identificar a los canales presentes en los islotes pancreéticos, se agregaron
anticuerpos primarios para Kv 2.1 y Kv 2.2, ambos de conejo en dilucién 1:100. En
la misma lamina, cada uno de los anticuerpos de los canales se agrego junto con el
anticuerpo de insulina (cobayo) a una dilucion de 1:2000 y se incubaron a 4 °C

durante toda la noche en camara hiimeda.

Luego, se lavo la lamina con PBS 1X (tres veces) y se agregaron los anticuerpos
secundarios, Alexa 647 anti-conejo y fluoresceina (FITC) anti-cobayo en dilucion
1:100, en PBS 1X. Se colocé primero el Alexa 647 durante una hora a temperatura
ambiente. Después se lavo el fluoroforo 3 veces con PBS 1X y posteriormente se

agrego la fluoresceina durante una hora en oscuridad.
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Después la lamina se lavo nuevamente con PBS 1X (tres veces) y en oscuridad se

agrego6 DAPI (4,6-diamino-fenilindole) 1mg/ml por 15 minutos, para tefiir los nucleos.

Para finalizar se realizé un ultimo lavado con PBS 1X. Se le agreg6 el medio de
montaje DAKO y enseguida se coloco el cubreobjetos. Por ultimo, se dejo secando
en oscuridad por aproximadamente una semana para su posterior revision en el

microscopio.

Para medir y analizar la expresion de los canales Kv2 en los islotes pancreaticos,
se tomaron fotografias utilizando una camara conectada a un microscopio de
epifluorescencia Olympus TH4-100. Los islotes se identificaron usando la marca
para insulina, después se cambié el filtro para poder ver la marca para el canal de
potasio y se seleccionaron campos con islotes pancreaticos. Se tomaron fotografias
usando un objetivo 20X para las marcas de nucleos, insulina y canales. Se utilizo el
software MacBiophotonics ImageJ para el procesamiento y cuantificacion de la
fluorescencia. Para calcular la intensidad media de fluorescencia de la marca para
los canales Kv2.1 y Kv2.2, se hicieron 5 mediciones usando una ROI con un area
determinada, misma que se usé para cada islote. También se usé esa misma ROI
o la misma é&rea, para medir la intensidad de fluorescencia media en 5 regiones
distintas donde no habia la marca especifica para canal e insulina y los promedios
de estas mediciones se restaron a las mediciones de intensidad de fluorescencia

del canal.

Analisis estadistico

Todos los datos se reportaron como la media * error estdndar de la media (EE), a
menos que se indique lo contrario. Los datos mostraron distribucién normal y las
pruebas t-student y ANOVA se realizaron con el paquete estadistico GraphPad
Prism v.6.01 (GraphPad Software, Inc.) en donde se realizé una post-prueba de

Bonferroni. Valores de p < 0.05 se consideraron significativos.
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Modelo animal
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Figura 11. Representacion esquematica de la metodologia. Resumen esquematico del
procedimiento experimental empleado.
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Resultados
Consumo calérico

Durante las 8 semanas de tratamiento con sacarosa al 20 % se cuantificd el
consumo de agua (en ml/caja) y alimento sélido (en g/caja), a partir de esto se
calcul6 el consumo calérico para cada rata por dia en cada grupo experimental, con
la finalidad de observar si el grupo tratado consumié més calorias provenientes de

los carbohidratos que el grupo control.

En la tabla 4 y 5 se muestran los resultados que se obtuvieron de estos
experimentos y se observa que los animales tratados consumieron menos alimento
(27.37 £ 0.33 g/dia/rata vs 13.46 + 0.29 g/dia/rata) y mas agua (con sacarosa 20 %)
(55.89 £ 0.80 ml/dia/rata vs 70.45 = 1.73 ml/dia/rata) en comparacion con los
animales control. Ademas, el grupo tratado consumid mas calorias provenientes de
los carbohidratos, y el consumo caldrico proveniente de lipidos y proteinas fue
mayor en el grupo control. A pesar de haber consumido estos nutrientes en
diferentes proporciones, la cantidad total de calorias por dia consumidas por los

animales de ambos grupos no fue estadisticamente diferente.

Posteriormente se analizé la contribucion calérica de cada nutriente de acuerdo con
el consumo de cada grupo. Los animales expuestos a dietas con la sacarosa al 20
% (89.5 £ 1.58 Kcal/dia/rata) consumieron mas carbohidratos en comparacion con
los animales control (64.9 + 0.95 Kcal/dia/rata) (Tabla 4 y 5), este exceso de calorias
se compens6 disminuyendo el consumo de proteinas (32.1 + 0.47 Kcal/dia/rata vs
15.8 + 0.82 Kcal/dia/rata) y lipidos (15 + 0.22 Kcal/dia/rata vs 7.4 = 0.38
Kcal/dia/rata) en comparacion con el control, de tal forma que al final el consumo
caldrico total fue semejante entre el grupo control (112.0 Kcal/dia/rata) y el grupo

tratado con sacarosa al 20 % (112.7 Kcal/dia/rata).
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Control Sacarosa 20 %

Alimento (g/dia/rata)  27.4 + 0.33 | 13.5 + 0.29*

Agua (ml/dia/rata) 55.9+0.80 70.5+1.73*

Tabla 4. Consumo de agua y alimento. Control (h= 4), sacarosa 20% (n= 4).

Nutrientes Control (Kcal/dia/rata) Sacarosa 20%
(Kcal/dia/rata)
Carbohidratos 64.9 £ 0.95 (58 %) 89.5 £ 1.58 (79 %)*
Proteinas 32.1 £ 0.47 (29 %) 15.8 £ 0.82 (14 %)*
Lipidos 15+ 0.22 (13 %) 7.4 £0.38 (7 %)*
Total 112.0 112.7

Tabla 5. Cuantificacion del consumo calérico en kilocalorias por dia por rata. Control
(n = 4), sacarosa 20% (n = 4).

Caracterizacion del modelo

Con la finalidad de estudiar si el tratamiento con sacarosa al 20 % tenia un efecto
sobre la ganancia de peso, se cuantificé el peso corporal de los animales cada
semana durante el tratamiento. Después de 8 semanas, el grupo tratado con la
solucion de sacarosa incrementd considerablemente su peso corporal (438.33 *
9.22 g) en comparaciéon con el grupo control (390.06 £ 5.98 g), esta ganancia fue
significativa a partir de la cuarta semana (352.25 + 4.86 g vs 379.95 £ 6.31 g) y
aumento gradualmente hasta a semana 8 (Figura 13). Lo que nos indic6 que el
tratamiento con sacarosa al 20 % tiene efecto sobre la ganancia de peso corporal,
tal y como se observé en trabajos anteriores de nuestro laboratorio (Ruiz, 2018;
Cruz-cruz et al., 2022).

La obesidad central, es uno de los signos que forman parte del SM. Para determinar
si esta se presentd bajo nuestras condiciones experimentales, se realizaron
mediciones de circunferencia abdominal y se calcul6 el indice de masa corporal
(IMC), tomando en cuenta el peso corporal y la longitud del animal al final del
tratamiento.
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Figura 13. Ganancia de peso corporal durante las 8 semanas de tratamiento. Peso
corporal obtenido después de 8 semanas de tratamiento en el grupo control (390.06 + 5.98
g) (n= 16) y el grupo tratado con sacarosa 20% (n=21) (438.33 + 9.22 g). Los simbolos
representan media + E.E. *p<0.05 vs control.

El grupo tratado con sacarosa al 20 % mostr6 un aumento de la circunferencia
abdominal (18.56 + 0.15 cm vs 19.16 + 0.24 cm) (Figura 14 A) e IMC (6.68 £ 0.08
vs 6.99 + 0.12) (Figura 14 C). Mientras que la longitud corporal, no tuvo diferencias
(24.16 £ 0.15 cm vs 24.45 + 0.12 cm) (Figura 14 B).

La mayor ganancia de peso se observada en el grupo tratado, se asocié a un
incremento en la cantidad de tejido adiposo peripancreatico (0.68 = 0.05 g vs 1.26
+0.13 g) y epididimal (2.33 £ 0.23 g vs 4.08 + 0.41 g) (Figura 15); lo que indic6 que
el tratamiento con sacarosa al 20 % conduce al desarrollo de obesidad central.
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Figura 14. El tratamiento con sacarosa 20 % conduce al desarrollo de obesidad
central. (A) Circunferencia abdominal (18.56 + 0.15 cm vs 19.16 + 0.24 cm); (B) Longitud
corporal; (C) IMC calculado a partir del peso corporal al final del tratamiento (6.68 + 0.08
vs 6.99 + 0.12) y la longitud corporal (24.16 £ 0.15 cm vs 24.45 £ 0.12 cm). Control n=25,
sacarosa 20 % n=30. Las barras representan media + E.E. *p<0.05 vs control.
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Figura 15. La grasa peripancreética y epididimal aumenta después del tratamiento
con sacarosa 20%. Peso de la grasa epididimal (izquierda) (2.33 + 0.23 g vs 4.08 + 0.41
g) y peripancreética (0.68 £ 0.05 g vs 1.26 + 0.13 g) (derecha) después de 8 semanas de
tratamiento con sacarosa al 20%. Control n=25, sacarosa 20% n=30. Las barras
renresentan media * E.E. *p<0.05 vs control.
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La resistencia a la insulina se evalué mediante curvas de sensibilidad a la insulina
(Figura 16 A) y de tolerancia a la glucosa (Figura 16 B). En la curva de sensibilidad
a la insulina se observé que el grupo tratado mostré mayores porcentajes de
glucosa, siendo significativas al minuto 30 (79.55 + 3.91 % vs 95.86 + 5.29 %)
(Figura 16 A). El area bajo la curva para los animales tratados con sacarosa al 20
% fue mayor (468.9 + 22.3 min*mg/dl), estos resultados indicaron que los animales
tratados tienen resistencia a la insulina en comparacion con el grupo control (411.5
+ 18.5 min*mg/dl).

En la curva de tolerancia a la glucosa el grupo tratado con sacarosa mostrd
concentraciones de glucosa mayores después de la administracién de la glucosa
(144.55 = 5.87 mg/dl), siendo el minuto 60 estadisticamente distinto en comparacion
con el grupo control (100.90 + 16.29 mg/dl), aungue no se observo diferencia en el
area bajo la curva (591.3 £ 43.8 vs 738.9 + 75.9 min*mg/dl) (Figura 16 B). Aun asi,
ambas curvas indicaron resistencia a la insulina debido a que las concentraciones

de glucosa son mayores en el grupo tratado

Los pardmetros metabdlicos analizados mostraron que no hay diferencias en las
concentraciones de glucosa en ayuno (86.75 + 2.69 mg/dl vs 84.20 +3.03 mg/dl)
(Figura 17 A), al igual que en los niveles de insulina (1.78 + 0.12 ng/ml vs 2.51 +
0.26 ng/ml) (Figura 17 B), ademas, se observd aumento en los niveles de
triglicéridos plasmaticos (65.14 + 6.30 mg/dl vs 93.52 + 6.68 mg/dl) (Figura 17 C).
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Figura 16. El tratamiento con sacarosa al 20 % durante 8 semanas produce
resistencia a la insulina. (A) Prueba de sensibilidad a la insulina (79.55 + 3.91 % vs
95.86 + 5.29 %) (Control n=11, sacarosa 20 % n=12); (B) prueba de tolerancia a la
glucosa (100.90 + 16.29 mg/dl vs 144.55 + 5.87 mg/dl) (control n=14, sacarosa 20 %
n=9) en animales controles y tratados. Las barras en cada curva muestran el AUC (area
bajo la curva) para controles (blanco) y sacarosa (grises). Los puntos representan media
+ E.E. *p<0.05 vs control.
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Figura 17. El tratamiento con sacarosa 20 % incrementa los niveles de insulina y
triglicéridos. (A) Niveles de la glucosa en sangre en ayuno (86.75 + 2.69 mg/dl vs 84.20
+ 3.03 mg/dl) (control n=24, sacarosa 20 % n=30); (B) Niveles plasmaticos de insulina
(1.78 £ 0.12 ng/ml vs 2.51 + 0.26 ng/ml) (control n= 19, sacarosa 20 % n=19); (C) Niveles
plasmatica de triglicéridos (65.14 + 6.30 mg/dl vs 93.52 + 6.68 mg/dl) (control n= 17,
sacarosa 20 % n=18). Las barras representan media = E.E. *p<0.05 vs control.
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Caracterizacion electrofisiologica

Con el objetivo de analizar las corrientes acarreadas por los canales de potasio Kv2,
se aplicaron pulsos despolarizantes de -60 a 70 mV desde un potencial de
mantenimiento de -80 mV (Figura 18 A, 19 Ay 20 A) utilizando la técnica de fijacion
de voltaje en microdreas de membrana (Patch-Clamp) en configuracion de célula
completa (Whole-cell).

La figura 18 B muestra el comportamiento de las familias de corrientes de K*
representativas registradas en las células  pancreaticas de animales controles
(negro) y tratados con sacarosa al 20 % (rojo). La densidad de corriente saliente de
K* acarreada por los canales Kv2 no muestra diferencias significativas después del
tratamiento con sacarosa 20 % (216.46 + 15.93 pA/pF vs 186.01 + 15.26 pA/pF)
(Figura 18 C y D).

Con la finalidad de distinguir la porcion de corriente que era acarreada a través de
los canales Kv2.1, se utiliz6 guanxitoxina-1E (GxTx1-E) (1 uM), una toxina que
especifica para estos canales. En la figura 19 B se muestra el efecto inhibitorio de
la toxina (rojo) sobre la familia de corrientes de los canales Kv2 en células B

pancreéticas de animales del grupo control (negro).

La densidad de corriente de K* disminuyd, en promedio, un 42.54 % después de
gue las células del grupo control (216.46 + 15.93 pA/pF) se expusieron a GXTx-1E
(124.38 + 20.54 pA/pF) (Figura 19 C), esta disminucion representa la proporcion de
corriente de K* que es acarreada por los canales Kv2.1 (Figura 19 D). Para confirmar
que efectivamente se trataba de corrientes de K* acarreadas por canales Kv se
agrego TEA (20 mM), un bloqueador clasico de los canales Kv, se aprecié que la
corriente disminuy6 93.05 % (15.02 + 10.92 pA/pF).

Las familias de corrientes de K*, de los canales Kv2 de células B tratadas (Figura
20 B), se redujeron después de que se agregd GxTx-1E (1 yM) y ain mas después
del TEA (Figura 20 C). La densidad de corriente mostro decrementos de un 47.19

% en células B del grupo tratado (186.01 + 15.26 pA/pF) después de la exposicion
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a GxTx-1E (105.13 + 10.79 pA/pF) y (Figura 20 D), este porcentaje representa la
proporcion de corriente acarreada por Kv2.1. Al afiadir TEA (20 mM) la corriente de
potasio se redujo 79.74 % (37.68 + 5.28 pA/pF).

Continuando con la caracterizacion biofisica de los canales de Kv2, se analizo la
dependencia de voltaje de la activacidon e inactivacion en estado estacionario, se
graficaron los valores para las conductancias normalizadas y se ajustaron con la
ecuacion de Boltzmann. Estos ajustes nos permitieron obtener los valores de V %

(Vm al que el 50 % de los canales estan activos o inactivos) y k (pendiente).

Los protocolos para medir activacion e inactivacion se aplicaron como se describe
en los métodos; sin embargo, el ajuste en la activacion en estado estable se hizo de
-60 a 60 mV, mientras que en la inactivacion se hizo de -80 mV a 20mV.

Con relacion en la activacion (Figura 21 A) los valores de V 2 (-11.97 + 0.54 mV vs
-12.48 £ 0.85 mV) y los de k (6.06 + 0.48 vs 6.21 £+ 0.77) no mostraron diferencias.
Mientras que en la inactivacion en estado estable no se observaron cambios en V
Y5 (-24.32 £0.96 mV vs -24.93 + 1.25 mV) y en k (10.13 + 0.80 vs 11.31 £ 0.99) en

ambas condiciones (Figura 21 B).
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Figura 18. La densidad de corriente no cambia después del tratamiento con
sacarosa al 20 %. (A) Protocolo de pulsos cuadrados; (B) Familias de corrientes de k™ Kv
de células B controles (negro) y tratadas (rojo); (C) Densidad de la corriente de K™ en
funcion del voltaje en células B pancreaticas control (216.46 + 15.93 pA/pF) (n=17) y
tratadas con sacarosa al 20 % (186.01 * 15.26 pA/pF) (n=14); (D) Densidad de corriente
a +70 mV (216.46 + 15.93 pA/pF vs 186.01 + 15.26 pA/pF). Las barras y simbolos
representan media + E.E. *p<0.05 vs control.
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Figura 19. Contribucién de los canales Kv2.1 a la corriente total de K* en células B
control. (A) Protocolo de pulsos cuadrados; (B) Familias de corrientes de K* Kv en presencia
de GXTx-1E (1 uM) y GxTx-1E mas TEA (20 mM) en células B controles; (C) Densidad de
corriente de canales Kv de células 3 controles (216.46 + 15.93 pA/pF)(n=17), en presencia
de GxTx-1E (124.38 + 20.54 pA/pF) (n=8) y GxTx-1E méas TEA (15.02 £+ 10.92 pA/pF) (n=2);
(D) Porcentaje de corriente acarreada por los canales Kv2.1 a 70 mV. Las barras y simbolos
representan media £ E.E. *p<0.05 vs control, +p<0.05 vs control + GXTx-1E.
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Figura 20. Contribucion de los canales Kv2.1 a la corriente total de K* en células
tratadas. (A) Protocolo de pulsos cuadrado; (B) Familias de corrientes de K™ Kv en presencia
de GXTx-1E (1 uM) y GxTx-1E + TEA (20 mM); (C) Densidad de corriente de canales Kv de
células B tratadas (186.01 + 15.26 pA/pF) (n=14), en presencia de GxTx-1E (105.13 + 10.79
pA/pF) (n=8) y GxTx-1E + TEA (37.68 = 5.28 pA/pF) (n=2); (D) Porcentaje de corriente
acarreada por los canales Kv2.1 a 70 mV. Los simbolos y barras representan media + E.E.
*p<0.05 vs control, +p<0.05 vs Sacarosa + GXTx-1E.
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Figura 21. La activacién e inactivacién en estado estable no se modifican con el
tratamiento con la sacarosa al 20 %. (A) Familias de corriente representativas obtenidas
con el protocolo de doble pulso, la cola de corriente fue graficada en B; (B) Dependencia
de voltaje de la activacion en estado estable en condiciones control y tratamiento, la lineas
representan el ajuste a la ecuacion de Boltzmann con valores de V %2 (-11.97 + 0.54 mV vs
-12.48 £ 0.85 mV) (control n=9, sacarosa 20 % n=8) y k (6.06 + 0.48 vs 6.21 + 0.77) (control
n= 9, sacarosa 20 % n=8) (abajo); (C) Registros representativos de la parte final del
prepulso y pulso de prueba en el protocolo de inactivacén; (D) Dependencia de voltaje de
la inactivacion en estado estable en condiciones control y tratamiento, con valores de de V
Y2 Y5 (-24.32 £ 0.96 mV vs -24.93 = 1.25 mV) (control n=9, sacarosa 20 % n=7) y k (10.13
+ 0.80 vs 11.31 + 0.99) (control n= 9, sacarosa 20 % n=7) para cada condicion (abajo) .
Los simbolos representan media + E.E.
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Expresion de canales Kv2

Con la finalidad de determinar si el comportamiento de las corrientes de K*
acarreadas por los canales Kv2 se correlacionaba con la abundancia de la proteina,
se analizo6 la expresion de los canales Kv2.1 y Kv2.2 mediante inmunofluorescencia,
en donde la intensidad de fluorescencia de cada islote se midi6 en 5 regiones
distintas y luego fue promediaday se resto el ruido de fondo. Después de 8 semanas
del tratamiento con sacarosa al 20 %, no se observaron cambio significativos en la
intensidad de fluorescencia de Kv2.1 (20.16 + 2.34 u.a vs 23.90 = 1.24 u.a) (Figura
22) y Kv2.2 (19.52 + 1.75 u.a vs 23.94 £ 1.54 u.a) (Figura 23) en los islotes
pancreaticos de ambos grupos. El tratamiento con sacarosa no afecto la expresion
de los canales Kv2.1 y Kv2.2, incluso ni densidad de corriente se vio afectada.
Podriamos pensar que el hecho de que la expresion de los canales Kv2.1 y Kv2.2
no se haya afectado, podria explicar porque la densidad de corriente no tuvo

alteraciones o que simplemente el tratamiento no tuvo efecto alguno sobre estas.
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Figura 22. La expresion del canal Kv2.1 no cambia después del tratamiento con
sacarosa 20 %. A) Micrografias de fluorescencia representativas de la expresion de
insulina y el canal Kv2.1 en islotes pancreaticos, DAPI (azul), Insulina (verde), canal
Kv2.1 (rojo); B) Intensidad de fluorescencia medida a partir de las micrografias
mostradas en A (control (n=8) 20.16 + 2.34 u.a vs sacarosa 20 % (n=11) 23.90 £ 1.24
u.a) . Barra de calibracién 50 um. Las barras representan media + E.E. Los simbolos
en las barras representan el numero de islotes medidos. u.a: unidades arbitrarias.
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Figura 23. La expresién del canal Kv 2.2 no cambia después del tratamiento con
sacarosa 20 %. A) Micrografias de fluorescencia representativas de la expresion de
insulinay el canal Kv 2.2, DAPI (azul), Insulina (verde), canal Kv2.2 (rojo); B) Intensidad
de fluorescencia medida a partir de las micrografias mostradas en A (control (n=8) 19.52
+ 1.75 u.a vs sacarosa 20 % (n=9) 23.94 + 1.54 u.a). Barra de calibracion 50 um. Las
barras representan media + E.E. Los simbolos en las barras representan el nimero de
islotes medidos. u.a: unidades arbitrarias.
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Discusion

Desarrollo del sindrome metabdlico

El consumo de bebidas azucaradas (Malik et al., 2006, 2010) y la falta de actividad
fisica contribuyen al desarrollo del SM, el cual es un problema de salud publica a
nivel mundial (Heiss et al., 2014). Trabajos anteriores han demostrado que existe
una variabilidad en la dosis, la duracion y la administracion de dietas ricas en
carbohidratos para inducir el SM en animales ( Moreno-Fernandez et al., 2018; Melo
et al., 2019; Cruz et al., 2020). En nuestro laboratorio se empleé un tratamiento de
sacarosa al 20 % en el agua de bebida durante 8 semanas. Después de este tiempo
los animales desarrollan practicamente todos los signos del SM, haciéndolo un buen

modelo animal para estudiar la fisiopatologia de este sindrome (Larqué et al., 2011).

El sindrome metabdlico es una condicibn que aumenta el riesgo de desarrollar
diabetes mellitus tipo 2. Las células B pancreaticas, transitan de un estado de
hipersecrecion de insulina en el SM, a un estado en el que se agotan y disminuyen
su secrecion de insulina, como ocurre, en la diabetes mellitus tipo 2. Los
mecanismos que conducen al agotamiento no se conocen por completo. Por ello,
entender los mecanismos que conllevan al desarrollo de hiperinsulinemia durante el

sindrome metabdlico es importante.

Se ha demostrado desde hace ya varios afos, que el uso de dietas ricas en
sacarosa en el agua de bebida induce SM en ratas y no asi en ratones (Chen et al.,
2011). Lo anterior se favorece por la adiccion de las ratas al azlcar y el incremento
en la ganancia de peso (Avena et al., 2008). En este trabajo evaluamos el consumo
de agua y alimento en animales control y tratados con la sacarosa al 20 %
confirmando lo observado en trabajos anteriores (Cruz-cruz et al., 2022).El mayor
consumo de caldrico del grupo tratado, relacionado con la adiccion por el azucar,
se podria relacionar con la capacidad que tienen las ratas para regular su ingesta
calorica, en condiciones ad libitum con una dieta alta en carbohidratos son capaces

de regular su consumo y mantener el balance nutricional (Sclafani & Xenakis, 1984).

47



Trabajos anteriores en los que se administraron tratamientos de sacarosa 20%
durante 8 semanas (Larqué et al., 2011; Cruz-Cruz et al., 2022), sacarosa al 30 %
durante 20 semanas en ratas de 28 dias de vida (El Hafidi et al., 2001; Aguilera et
al., 2004); y en tratamientos combinados de sacarosa 30 % vy fructuosa 10 % en
ratas al momento del destete (21 dias), han mostrado que la cantidad de calorias
consumidas es mayor en los animales que recibieron el tratamiento en comparacion
con los grupos control (Arias-Chavez et al., 2022). Lo que concuerda con nuestras

observaciones.

El aumento en la ingesta caldrica influyé en el peso corporal de los animales con el
tratamiento de sacarosa 20 %, que se relacion6 con el aumento en el perimetro

abdominal, IMC, y con el incremento de la grasa peripancreética y epididimal.

El incremento de estos parametros se ha observado en estudios tanto a las 8
semanas (Larqué et al., 2011; Ruiz, 2018; Velasco et al., 2020; Cruz-cruz et al.,
2022) como a las 24 semanas (Velasco et al., 2012) de tratamiento. Observaciones
gue incluso coinciden con dietas altas en carbohidratos/grasas a diferentes tiempos
3,4.16, 19y 25 semanas (Melo et al., 2019; Moreno-Fernandez et al., 2018); y con

dietas con sacarosa al 40 % (20 semanas) (Cruz et al., 2020).

Las dietas altas en calorias y la obesidad contribuyen al cambio fenotipico del tejido
adiposo blanco, caracterizado por la aparicién de adipocitos disfuncionales junto
con la infiltracién de células inmunes (Kawai et al., 2021). En este estado se
desarrolla un proceso inflamatorio de bajo grado en el que los adipocitos
disfuncionales secretan citocinas proinflamatorias (IL1B, TNFa e IL6) y adipocinas
de una manera anormal (leptina, adiponectina y resistina), alterando la funcién del
tejido adiposo y de diferentes 6rganos (Hotamisligil, 2017). Las citocinas son
importantes ya que regulan la inflamacion y la angiogénesis, mientras que las
adipocinas son importantes en la regulacion de la sefializacion de la insulina, la

absorcion de glucosa, la oxidacién de acidos grasos etc. (Ahima & Lazar, 2008).

La infiltracion de células inflamatorias en el tejido adiposo causa disfuncion de los
adipocitos y disfuncién metabdlica, como intolerancia a la glucosa y resistencia a la

insulina; sin embargo, esta no es la Unica causa de inflamacién y resistencia a la
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insulina. Debido al gran almacenamiento de energia proveniente de la dieta y una
gran acumulacion de &cidos grasos libres, los adipocitos experimentan una
expansion anormal (hipertrofia) lo que resulta en hipoxia y senescencia, las cuales
inician y mantienen la condicion inflamacién cronica de bajo grado (Kawai et al.,
2021) .

En esta condicion los adipocitos presentan estrés del reticulo endoplasmico (RE) y
mayor produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Lo que aunado a la
secrecion de citocinas proinflamatorias conduce a la alteracion de las vias de

sefializacion, lo que conduce a la resistencia a la insulina (Kawai et al., 2021).

La resistencia a la insulina conduce a la elevaciéon de los niveles de glucosa en
plasma lo que promueve una mayor demanda de insulina que conlleva a que las
células B pancreaticas inicien una respuesta compensatoria secretando mas
insulina (hiperinsulinemia); ademas, la exposicion aguda a carbohidratos
eventualmente conduce a la disfuncion de estas células y en ultima instancia a la
diabetes tipo 2, a través de mecanismo relacionados con el estrés oxidativo, estrés
de reticulo, inflamacién y senescencia (Nolan & Prentki, 2019; Kulkarni et al., 2023).

La resistencia a la insulina y la utilizacién deficiente de glucosa, también se observo
después de la administracion de tratamientos con sacarosa al 20 % durante 8
(Larqué et al., 2011; Cruz-Cruz et al., 2022) y 24 semanas (Velasco et al., 2012),

asi como con tratamientos de sacarosa al 40 % (Cruz et al., 2020).

Durante la hiperinsulinemia las vias del metabolismo de la glucosa muestran una
regulaciéon positiva. En ratas Wistar las células B pancreaticas desafiadas con
carbohidratos aumentan la expresién de GLUT2, aumentando la actividad de la
glucocinasa y promoviendo la secrecién de insulina (C. Chen et al., 1994; Larqué et
al., 2011). Mientras que en ratas Zucker se han mostrado aumentos de 3 a 10 veces
en la secrecion de insulina estimulada por glucosa debido a una mayor oxidacion
de glucosa (Y. Q. Liu et al., 2002).

La hiperinsulinemia e hipertrigliceridemia observadas coinciden con lo observado

en trabajos anteriores con 8 semanas de tratamiento con sacarosa 20 % (Larqué et
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al.,, 2011; Ruiz, 2018; Cruz-Cruz et al., 2022), incluso en otros trabajos con
tratamientos de 20 semanas se observan valores mayores de insulina y triglicéridos
( Cruz et al.,, 2020; Arias-Chavez et al.,, 2022). Ademas, la hiperinsulinemia
prolongada puede promover el desarrollo de resistencia a la insulina, debido a que
puede afectar su deteccion en tejidos periféricos como el higado y el musculo (Erion
& Corkey, 2018; Nolan & Prentki, 2019)

A pesar de que las células B pueden generar una respuesta compensatoria a la
resistencia a la insulina y la sobrenutricion, la sintesis de grandes cantidades de
insulina, afecta la capacidad de plegamiento del reticulo endoplasmico (RE), lo que
lleva a la produccién de proteinas mal plegadas que se acumulan en el RE
provocando estrés y la activacion de vias apoptéticas de las células 8 pancreaticas
(Prentki & Nolan, 2006; Rabhi et al., 2014).

Los canales Kv2 en el sindrome metabdlico

Como se menciono anteriormente los canales de potasio Kv2.1 y Kv2.2 tienen una
gran relevancia en el proceso de secrecion de insulina estimulado por glucosa.
Kv2.1 contribuye aproximadamente al 60 % de la corriente de K* en las células 3 de
rata (Macdonald et al., 2001). Ademas, ambos canales determinan la duracién de
los potenciales de accién (Jacobson et al., 2007), por lo que una disminucion en su
actividad podria conducir a un aumento en la duracién de los potenciales de accién
y una mayor secrecion de insulina (Jacobson et al., 2007). En este trabajo
analizamos los efectos del sindrome metabdlico sobre la corriente de K* Kv2 y su
posible participaciéon en el mecanismo de hiperinsulinemia. Nuestros resultados
muestran, que la densidad de corriente de K* Kv en células tratadas es ligeramente
menor a potenciales positivos en comparacion con las células control (Figura 14),

sin llegar a ser estadisticamente distintas.

Se ha demostrado la expresion de varios miembros de la familia de canales de
potasio activados por voltaje, tales como: Kv 1.4, 1.5, 1.6, 2.1, 2.2, 3.2, 6.2y 9.3
(Roe et al., 1996; Macdonald et al., 2001; Yan et al., 2004), en células 3 pancreaticas

de roedores, primates no humanos y humanos. Dentro de toda esta variedad de
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miembros de la familia Kv, los canales de potasio Kv2.1 tienen un papel
predominante en la repolarizacion y contribuyen entre un 60 a 80 % de la corriente
rectificadora tardia (Jacobson et al., 2007; MacDonald et al., 2001). Asi se ha
mostrado que la HaTx (Tamarima et al., 2005) y GXTx-1E (Herrington et al., 2006;
Li et al., 2013) inhibidores de Kv2.1 conducen a una disminucion de la corriente de

K* de aproximadamente el 50 % en células 8 de raton.

En este trabajo observamos una reduccion similar de la corriente de potasio Kv en
presencia de la toxina GXTx-1E, tanto en células control como las células tratadas
con sacarosa, de aproximadamente un 55 % (Figuras 15 y 16), esto sugiere que la
proporcion de canales Kv2.1 no cambia con el sindrome metabdlico. Si en células
tratadas la corriente fuera menor en presencia de GxTx-1E, esto podria sugerir una
alteracion en la proporcion de canales Kv2.1 o una alteracion en su activacion lo

que tendria como consecuencia una mayor secrecion de insulina.

Kv2.1 es el canal mas estudiado en la familia Kv2 debido a que no existen toxinas
especificas que permitan el estudio de Kv2.2. Sin embargo, hoy en dia existen
herramientas moleculares que han facilitado su estudio, y han permitido demostrar
gue Kv2.2 también contribuye a la corriente de K* en células B (Fu et al., 2017). De
manera muy interesante al aplicar TEA un blogueador no especifico de canales de
potasio, observamos que la corriente se reduce completamente en células control,
mientras que en células tratadas queda un pequefio remanente de corriente. Una
posible explicacion a esto es que los canales Kv2 estén formando tetrdmeros con
subunidades de otra familia de canales de potasio, que podrian silenciarlos o alterar
su funcion (Bocksteins & Snyders, 2012). Los canales Kv 5, 6, 8 y 9 poseen
subunidades eléctricamente silentes, que expresadas junto con subunidades de
Kv2 son capaces de alterar sus propiedades farmacoldgicas y biofisicas, incluso en
respuesta a toxinas como GxTx, ScTx e inhibidores como TEA (Bocksteins &
Snyders, 2012; Bocksteins, 2016)

En el presente trabajo, tampoco encontramos diferencias en la dependencia de
voltaje de la activacion e inactivacion en estado estable entre las células control en

comparacion con las tratadas con sacarosa al 20 %. La inactivacion en estado
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estable que observamos no llega a cero, lo anterior puede deberse a la capacidad
de estos canales de formar heterotetrameros y modificar sus propiedades biofisicas
(Bocksteins, 2016). Ademas, los canales Kv2.1 presentan una inactivacion tipo U,
en la cual los canales ingresan al estado inactivo mas favorablemente desde
estados cerrados intermedios, que desde el estado abierto como ocurre en la
inactivacion tipo C (Cheng et al., 2011; Suarez-Delgado et al., 2019). La inactivacién
tipo U tiene como caracteristicas que es incompleta (no llega cero) y no es
monotona, es decir a potenciales mas positivos la corriente, no solo no se inactiva,
sino que parece aumentar, generando un efecto en la curva parecido a una U. Este
tipo de comportamiento tipo U no solo se observa en canales Kv2.1 (Klemic et al.,
1998), se ha reportado también en canales Kv1.2 (Suarez-Delgado et al., 2019).

La presencia de hiperinsulinemia y el hecho de que los canales Kv2 no sufrieron
alteracién en sus propiedades biofisicas, sugiere que otros canales como los
canales de Nav, Cav y Katp, que participan en el proceso de secreciéon de insulina
estimulada por glucosa, sean afectados por el tratamiento con sacarosa. Trabajos
previos en nuestro laboratorio usando el modelo de sindrome metabdlico de 8
semanas de tratamiento, han descartado la participacion de los canales de Na*
dependientes de voltaje (Nav), en en la hiperinsulinemia; sin embargo, los canales
de Ca?* dependientes de voltaje (Cav) si mostraron un aumento en su actividad
(Ruiz, 2018), lo que se relaciona con la hiperinsulinemia que observamos en el
presente estudio. De hecho, la contribucién de los canales Cav en las célula B es
muy importante debido a que la entrada de Ca?* es determinante para la exocitosis
de la insulina (Gopel et al., 1999; Yuk M. Leung et al., 2005)

De manera interesante, en el caso de los canales de potasio sensibles a ATP (Katp),
el efecto del sindrome metabdlico parece estar relacionado con el tiempo de
tratamiento con la sacarosa, ya que, a las 8 semanas de tratamiento no se afectan
la sensibilidad al ATP(Cruz-Cruz et al., 2022). Sin embargo, a las 24 semanas de
tratamiento, los canales Karp son mas sensibles al ATP en comparacion con los de

células B obtenidas de animales control (Velasco et al., 2012).
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También analizamos la expresion de los canales de potasio Kv2.1y Kv2.2 mediante
inmunofluorescencia y tampoco encontramos diferencias entre las condiciones
control y tratada, para ambos canales. Las imagenes de inmunofluorescencia
muestran claramente la presencia de Kv2.1 y Kv2.2 confirmando la presencia de
estos canales en estas células B pancreaticas. Anteriormente se habia mostrado
que Kv2.2 estaba presente solo en células &, donde regula la secrecidon de
somatostatina (Li et al., 2013), mientras que las células B carecian de este canal
(Wolf-Goldberg et al., 2006; Yan et al., 2004). Sin embargo, mediante el uso de
herramientas moleculares mas especificas, se demostré que los canales Kv2.1y
Kv2.2 estan presentes en las células B tanto de raton como de humano (Fu et al.,
2017; Jensen et al., 2013). Ademas, en el presente trabajo, se confirmd la presencia

de ambos tipos de canales en las células (3 de rata.

El campo de estudio de los canales Kv en las células B es importante, ya que
ademas de los Kv2.1 y Kv2.2 también se encuentran los Kv 1.4, 1.5, 1.6, 3.2, 6.2y
9.3 (Yang et al.,, 2014). Sin embargo, la informacion sobre estos canales en
condiciones de SM es escasa, principalmente la de los Kv2 que son los que mayor
participacion tienen en la corriente de K*. Esto hace importante a nuestro estudio ya
que proporciond informacién acerca de la biofisica de la familia de canales Kv2 en

condiciones de SM después de un tratamiento con sacarosa al 20 %.

Conclusion

Nuestro estudio muestra que, a pesar de los cambios metabdlicos como la
obesidad, hipertrigliceridemia, resistencia a la insulina e hiperinsulinemia que se
desarrolla en etapas tempranas del sindrome metabdlico, esta condicién no afecta
ni a la funcion ni a las propiedades biofisicas o abundancia de los canales de potasio
Kv2.1y Kv2.2.
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