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PREFACIO

Como requisito de la normativa vigente de la Universidad Miguel Hernandez de Elche, este
documento, correspondiente a la tesis doctoral titulada: “Modulacién de la masa de la célula

alfa pancreatica en un modelo murino de diabetes autoinmune experimental”, comprende:

e Una introduccion en la que se presenta la investigacion realizada y en la que el
proposito de esta tesis doctoral es explicado y justificado.
e Un resumen de los materiales y métodos empleados en la investigacion.

e Un resumen de los resultados obtenidos, su discusion y conclusiones finales.

El presente trabajo es presentado junto con el articulo:

Pancreatic alpha-cell mass in the early-onset and advanced stage of a mouse model of
experimental autoimmune diabetes

Eva Bru-Tari, Nadia Cobo-Vuilleumier, Paloma Alonso-Magdalena, Reinaldo S. Dos Santos,
Laura Marroqui, Angel Nadal, Benoit R. Gauthier, Ivan Quesada.

Scientific Reports, 2019 Jul 2;9(1):9515. doi: 10.1038/541598-019-45853-1.

empleado como indicio de calidad para la presentacion de la tesis doctoral mediante compendio
de publicaciones y cumpliendo asi con la normativa del RD99/2011 y la normativa vigente de la

Universidad Miguel Herndndez de Elche.
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RESUMEN

La pérdida de la poblacion beta pancreatica y su regeneracion han sido los temas centrales en la
investigacion de la diabetes mellitus tipo 1 (DM1). A pesar de la importancia de la célula alfa en
la etiologia y complicaciones de la DM1, existe poca informacioén acerca de la masa de este tipo
celular y su modulacion en esta enfermedad. Ademas, investigaciones recientes han evidenciado
que este tipo celular constituye un potencial reservorio celular para la regeneracion de la
poblacion beta pancreatica. El estudio de la regulacion de la masa de la célula alfa en la DM1
constituye una importante fuente de informacion a la hora de elucidar los mecanismos que
contribuyen a la fisiopatologia de la DM y de crear estrategias para la regeneracion de las
células beta . En la presente tesis doctoral, se ha caracterizado la masa de la célula alfa asi como
los procesos que la modulan en dos estadios de diabetes autoinmune: diabetes temprana, una
semana tras el comienzo de la enfermedad, y diabetes avanzada, cuatro semanas tras el debut.
Para ello, se empled el modelo murino inducible de diabetes autoinmune experimental RIP-
B7.1. Todos los animales diabéticos presentaron insulitis, hiperglicemia, hipoinsulinemia e
hiperglucagonemia, junto a una marcada disminuciéon del contenido total pancreatico de
insulina. En la diabetes temprana, la masa de la célula alfa y el contenido total pancreatico de
glucagdn no presentaron cambios significativos respecto al grupo control, mientras que en la
fase avanzada ambos parametros sufrieron una disminucién. En ambos estadios, el tamafio de la
célula alfa, la proliferacion y la neogénesis ductal se encontraron aumentados, mientras que la
tasa de apoptosis en este tipo celular fue insignificante. El estudio de potenciales marcadores de
transdiferenciacion celular revel6d un incremento, en ambos estadios, de la proporcion de células
bi-hormonales, positivas tanto para insulina como para glucagoén, y de células positivas para
glucagdn con expresion del factor de transcripcion PDX1, especifico de las células beta. Estos
hallazgos sugieren que la célula alfa experimenta diversos procesos de remodelacion durante el
transcurso de la diabetes autoinmune experimental, que puede estar ligado al mantenimiento de
la poblacién funcional de células alfa y/o a la regeneracion de la poblacion beta pancredtica

mediante transdiferenciacion de las células alfa.
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ABSTRACT

Type 1 diabetes (T1D) studies have been focused on the loss and regenerative strategies of the
pancreatic beta-cell population. Nevertheless, despite the role of the alpha-cell in the etiology
and complications of T1D, there is a lack of knowledge about the modulation of the pancreatic
alpha-cell mass in this pathology. Additionally, recent findings have presented the alpha-cell as
a plastic cell with great potential as a reservoir for beta-cell regeneration. Thus, the
understanding of the modulation of the alpha-cell mass could be of outstanding importance for
the elucidation of contributive factors involved in TI1D pathophysiology and for the
implementation of beta-cell regeneration strategies. In the present doctoral thesis, the pancreatic
alpha-cell mass and its modulatory processes have been characterized in two stages of the
disease: early-onset, one-week after diabetes debut, and an advanced stage, four weeks after the
onset. The transgenic RIP-B7.1 mice model of experimental autoimmune diabetes (EAD) was
employed in this study. In both stages, diabetic mice presented insulitis, hyperglycaemia,
hypoinsulinemia and high plasmatic glucagon levels along with a significative reduction of the
pancreatic insulin content. In the early-onset of EAD, alpha-cell mass and pancreatic glucagon
content were preserved, while both parameters were reduced in the advanced phase. At both
diabetic phases, alpha-cell size, proliferation and ductal neogenesis were increased, whereas
apoptosis was almost negligible. Interestingly, we found an increase in markers of alpha-cell
transdifferentiation into beta-cells during EAD. In both the early-onset and advanced stages,
diabetic mice showed an increase in the proportion of bihormonal cells positive for insulin and
glucagon or positive for both glucagon and the beta-cell transcription factor PDX1. Our findings
suggest that alpha-cell renewal mechanisms are up-regulated during the natural course of EAD,
possibly as an attempt to maintain a functional alpha-cell population and/or to increase beta-cell

regeneration via alpha-cell transdifferentiation.
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I. INTRODUCCION

I.1. El pancreas endocrino y la homeostasis de la glucosa.

El pancreas es una glandula del sistema digestivo con funcién mixta exocrina-endocrina.
Esta compuesto por cuatro elementos funcionales diferentes: tejido acinar, epitelio ductal, tejido
conectivo y las células endocrinas de los islotes de Langerhans. Estos elementos estan
intimamente relacionados de forma ontogénica, anatomica, histoldgica y funcional. Las células
exocrinas componen un 98% del volumen del o6rgano y liberan una mezcla de enzimas
digestivas y bicarbonato al duodeno. Estas células estdn organizadas en estructuras conocidas
como acinos y se encuentran interrelacionadas con el epitelio ductal pancreatico (Fig. 1). Los
islotes de Langerhans constituyen la porcion endocrina del pancreas y componen el 1-2% del
organo. Se encuentran distribuidos en el tejido entre los acinos y las estructuras ductales (Fig.
1). A lo largo de este apartado se detallard la estructura de los islotes de Langerhans, su funcién

e implicacion en la homeostasis de la glucosa.

A /= Esofago
Estémago = @&

Ducto \ 7’— Bazo
biliar 4

Péncreas
Papila
de Vater
Duodeno

B
; é’ Islote de

Islote de
Langerhans

Figura 1. Anatomia macroscépica y microscopica del pancreas. (A) Anatomia macroscopica del pancreas. (B y C)
Magnificacion mostrando los distintos componentes funcionales del pancreas. Modificado de [1]. Imégenes
representativas de islotes de Langerhans de raton (D) y humano (E) , donde se pueden observar las células alfa en
rojo y beta en verde. (F) Imédgenes mostrando la citoarquitectura del islote de Langerhans humano mediante la

captura de secciones consecutivas del islote. Se pueden observar las células beta en rojo y las alfa en verde.
Modificado de [2].
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Anatomia microscopica del Islote de Langerhans

Los islotes de Langerhans son micro-6rganos compuestos por distintos tipos celulares
localizados en el pancreas y separados del tejido exocrino por una fina capa de colageno [3].
Estas estructuras multicelulares fueron descritas por primera vez en 1869 por Paul Langerhans
[4] y son las encargadas de la produccion y liberacion al torrente sanguineo de distintas
hormonas involucradas principalmente en el control de la homeostasis de la glucosa. En el
pancreas del humano adulto existen aproximadamente un millén de islotes. Cada islote presenta
un didmetro de 50 a 250 pm y estd compuesto por 1000-2000 células, entre las que se pueden
encontrar cinco tipos celulares distintos, caracterizados por la secrecion de una hormona

especifica:

= (Células alfa (a), secretoras de glucagon.

= (C¢lulas beta (B), secretoras de insulina.

= (C¢lulas delta (8), productoras de somatostatina.

= (Células gamma o PP, secretoras de polipéptido pancredatico.

= (Células épsilon (g), secretoras de grelina.

El porcentaje de los distintos tipos celulares que forman los islotes de Langerhans varia
dependiendo de la especie. En humanos y roedores, el tipo celular mayoritario es la célula beta.
Este tipo celular supone entre el 45-50% de las células de los islotes humanos y un 70-80% en
ratones. El segundo tipo celular mas abundante es la célula alfa, formando un 40-45% de los
islotes humanos y entre un 15-20% en el raton. Las demas poblaciones son minoritarias en
ambas especies. Las células delta comprenden aproximadamente un 10% en ratones y alrededor
de un 10-12% en humanos. Las células PP comprenden un 1% del islote en ambas especies y las

células épsilon menos del 1%.

Los islotes de Langerhans estan altamente vascularizados, presentando una densidad de
capilares cinco veces mayor que el tejido exocrino pancredtico [5, 6]. Esta microvasculatura en
el islote determina en gran medida la comunicacion entre las células endocrinas y exocrinas, asi
como entre los distintos tipos celulares del islote. Ademas, estas estructuras presentan
inervacion simpatica y parasimpatica, con diferencias entre humanos y roedores [1]. En los
islotes humanos, las fibras simpaticas contactan de forma escasa con las células endocrinas, en
cambio, las células musculares lisas de la microvasculatura estan abundantemente inervadas. En
los roedores los axones del sistema nervioso simpatico inervan principalmente las células alfa

pancreaticas, mientras que tanto las células alfa como beta presentan inervacion parasimpatica

[7].
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De forma general, la citoarquitectura o disposicion espacial de los distintos tipos celulares en el
islote humano se considera diferente a la de los roedores [8-11]. En los roedores existe cierta
separacion topografica de las células beta, que se encuentran fundamentalmente en el cuerpo
central del islote, con los demas tipos celulares dispuestos formando un manto en la periferia.
En los islotes humanos, se ha descrito una disposicion aleatoria de los distintos tipos celulares
(Fig. 1 D, E) [8, 11]. Sin embargo, estudios recientes sostienen que los islotes humanos
presentan distintas distribuciones celulares dependiendo de su tamafio. En islotes pequefios (40-
60 pm de diametro), las células beta pancreaticas parecen encontrarse en el centro y las células
alfa forman un manto en la periferia al igual que en los roedores [2, 12] (Fig. 1 F). Otros
estudios han mostrado que las células se encuentran dispuestas de forma aleatoria formando
subestructuras, cada una con una disposicion celular similar a la de los islotes de los roedores
[13]. Todos estos estudios sostienen que los islotes humanos presentan una citoarquitectura
Unica con una mayor complejidad en los islotes de mayor tamafio, que favorece un mayor
contacto heterodlogo entre las células beta y alfa que en el islote del raton [2]. El mayor contacto
entre estos dos tipos celulares sugiere una mayor implicacién de la regulacion paracrina que el
glucagdn ejerce sobre la secrecion de insulina en los islotes humanos en comparacién con los
roedores. En cambio, la disposicion de las células beta y no-beta en el islote del raton favorece
el contacto homodlogo entre células beta, lo que se ha descrito que mejora la funcion de este tipo

celular, favoreciendo la sincronia funcional de las células beta [14].

La homeostasis de la glucosa

El control de la homeostasis de la glucosa depende principalmente de la funcion de los
islotes de Langerhans. Las células beta y las células alfa juegan un papel fundamental,
constituyendo un sistema de regulacion antagénica cuya accion esta controlada por nutrientes, el
sistema nervioso y las relaciones paracrinas entre las células que componen el islote. Estas
células secretan sus respectivas hormonas gracias al acoplamiento entre el metabolismo de la
glucosa y la actividad eléctrica de la célula, que da lugar a sefiales intracelulares de calcio y al
proceso de exocitosis y liberacion hormonal. Las células beta pancreaticas secretan insulina en
respuesta a altas concentraciones de glucosa en sangre. Esta hormona ejerce un efecto anabdlico
en sus tejidos diana, fundamentalmente musculo, higado y tejido adiposo, induciendo la
incorporacion de glucosa y su acumulacién en forma de glucogeno y grasa. En cambio, el
glucagon ejerce un efecto catabolico, principalmente activando en el higado vias de sefializacion
que inducen la glucogenolisis y gluconeogénesis, favoreciendo la liberacion hepatica de glucosa

al torrente sanguineo (Fig. 2).
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de glucagon

El funcionamiento de este sistema de control es mucho mas complejo y abarca la accion de
varios factores que modulan la secrecion hormonal. Ademas de los niveles de glucemia, existe
un amplio rango de sefiales, nutrientes y factores capaces de influir sobre la secrecion de las
hormonas del islote de Langerhans [15-17]. La accion paracrina de las distintas hormonas
pancreaticas sobre las propias células del islote ejerce un segundo sistema de control en la
homeostasis de la glucosa. El glucagdn estimula la liberacion de insulina por parte de las células
beta pancreaticas y actfia en las células delta, promoviendo la secrecion de somatostatina. Esta
hormona ejerce un efecto inhibitorio tanto en la secrecion de insulina como de glucagén. En este
complejo mecanismo de regulacion también participan las incretinas, hormonas secretadas por
el sistema gastrointestinal en respuesta a la ingesta. Las dos incretinas mas relevantes son el
polipétido inhibidor gastrico (GIP) y el péptido 1 similar al glucagén (GLP-1). Ambas producen
una disminucién de la secrecion de glucagén y un aumento de la secrecion de insulina. El
sistema nervioso simpatico y parasimpatico también presenta un importante papel en la
regulacion de la homeostasis de la glucosa, principalmente en respuesta a la disminucion de los
niveles de glucosa plasmatica, promoviendo la secrecion de glucagon para prevenir episodios de

hipoglucemia [15].
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La funcién de las células del islote y su desregulacion son claves para el desarrollo de
patologias como la Diabetes Mellitus. Esta enfermedad estd caracterizada por presentar
hiperglucemia de forma crénica, asi como alteraciones en el metabolismo de carbohidratos,
grasas y proteinas. En la diabetes, las células beta pancreaticas no producen suficiente insulina
para el mantenimiento de niveles normales de glucemia, bien sea por ausencia o pérdida de
poblacion beta pancreatica, o bien por el desarrollo de una resistencia a la insulina por parte de
los tejidos periféricos y una insuficiente adaptacion por parte de las células del islote a esta
situacion [17]. Ademas de defectos en la funcion de la insulina y la célula beta pancredtica, las
células alfa también presentan alteraciones que participan en la etiologia y las complicaciones
de la diabetes [17]. Se ha demostrado que en condiciones de diabetes, la secrecion de glucagon
se mantiene activa en condiciones de alta glucemia, causando una exacerbacion de la
hiperglucemia mediante la liberacion de glucosa hepatica. En cambio, en situaciones de bajas
concentraciones de glucosa plasmatica, las células alfa no responden con una secrecion

adecuada de glucagén, con lo que aumenta el riesgo de hipoglicemia en los pacientes [17].

1.2. Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1)

Las enfermedades autoinmunes son un grupo de patologias caracterizadas por un sistema
inmune reactivo contra células del propio organismo que causa dafos en el tejido diana,
produciendo un efecto nocivo en el sujeto que sufre esta alteracion. Algunas de las
enfermedades autoinmunes mas comunes son la artritis reumatoide, la esclerosis multiple y la
DMI. Todas estas patologias se caracterizan porque aun no se conocen profundamente todos los
mecanismos que conllevan la destruccion autoinmune de los distintos tejidos afectados. La
teoria mas aceptada acerca del desarrollo de enfermedades autoinmunes es la combinacién de
predisposicion genética con factores ambientales que favorecen el ataque autoinmune y rompen
la tolerancia del sistema inmunoldgico. Durante este apartado se detallara la etiologia de la
DM1, los mecanismos del ataque autoinmune contra la célula beta pancreatica asi como los

distintos modelos murinos para el estudio de esta enfermedad.

I.2.1. Etiologia de l1a DM1 y destruccion de las células beta pancreaticas

Etiologia de la DM1

La Diabetes Mellitus tipo 1 (DMI1), también conocida como diabetes juvenil o diabetes
insulino-dependiente, es una enfermedad cronica caracterizada por una deficiencia de insulina y

la consecuente hiperglucemia, causadas por el ataque autoinmune diabetogénico que sufren las
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células beta pancreaticas en los individuos que la padecen. La DM1 es una de las enfermedades
cronicas autoinmunes mas prevalentes que se diagnostican actualmente. En Europa se prevé un
incremento anual de la incidencia en la nifiez [18]. Esta patologia afecta por igual a ambos sexos
[19]y, a pesar de que normalmente se diagnostica durante la infancia, el debut de la DM1 puede
ocurrir también en adultos [20]. De acuerdo con la Asociacion Americana de Diabetes, el
diagnodstico de esta patologia se realiza al tener presente al menos un marcador de auto-
inmunidad o autoantigenos contra las células beta pancreaticas, combinado con uno de los

siguientes criterios [21]:

e Glucemia en ayuno igual o superior a 7 mM.

e Glucemia igual o superior a 11.1 mM dos horas tras la ingestion de 1.75 g/kg de
glucosa durante un test de tolerancia a la glucosa.

e Niveles de hemoglobina glicosilada (HbA1c) mayor o igual a 6.5%.

e  Glucemia igual o superior a 11.1 mM acompafiada por sintomas de hiperglucemia.

Los principales autoantigenos asociados con DM1 con disponibilidad de ensayos bioquimicos
para su deteccion son la insulina, la isoforma 65 de la glutamato decarboxilasa (GAD65), el

antigeno-2 de células del islote (IA-2) y el transportador de zinc 8 (ZnT8) [22].

La etiologia de la DM1 es multifactorial e involucra tanto factores genéticos como ambientales.
Esta patologia esta clasificada como un desorden poligénico. No obstante, alrededor del 80% de
los diagnosticos de DM1 ocurre en pacientes sin historia familiar para la enfermedad, dejando el
20% de los casos como consecuencia aparente de la predisposicion genética. El riesgo de
padecer diabetes autoinmune para la poblacion general se encuentra en un 0.4%, en cambio,
aumenta a un 6% en la descendencia de pacientes con DM, entre un 5-10% en mellizos y un
50% en gemelos idénticos [23, 24]. De forma general se puede alegar que la autoinmunidad estd
causada por una alteracion en el balance entre la induccidén de tolerancia inmunolégica y la
capacidad de respuesta del sistema inmunoldgico. La tolerancia hacia moléculas propias se
establece y se mantiene gracias a mecanismos complejos que tienen lugar en el timo (tolerancia
central) y en los nddulos linfaticos periféricos (tolerancia periférica). La pérdida de tolerancia
inmunoloégica mediante fallos en la seleccion negativa de linfocitos T autorreactivos podria ser
un desencadenante de la DMI1 [22]. Tanto la tolerancia como la respuesta del sistema
inmunolégico dependen de la presentacion antigénica llevada a cabo por las moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad de clase I y II (MCH I y MCH II, respectivamente). En
individuos genéticamente susceptibles, modificaciones genéticas en el MCH II podria ocasionar
la presentacion de péptidos propios, conduciendo a una selecciéon negativa inadecuada de
poblaciones de linfocitos T, reactivos contra péptidos de la célula beta pancreatica [22]. Los

genes que codifican antigenos de leucocitos humanos (HLA) en el MHC II en el cromosoma 6,
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confieren alrededor del 50% de la susceptibilidad genética que define el riesgo de desarrollar
DMI1 [25, 26]. La mayoria de los pacientes con DM1 presentan el haplotipo HLA-DBR1*0301-
DQ1*0201 (conocido como DR3-DQ2) o el haplotipo HLA-DBR1*0401-DQB1*0302 (DR4-
DQ8). La presencia de ambos haplotipos confiere una gran susceptibilidad a padecer DM 1. No
obstante, el mecanismo mediante el cual las variantes en el MHC II intervienen en la
susceptibilidad a padecer DM1 continua sin elucidar. Se ha postulado que modificaciones en la
secuencia génica de los genes que codifican HLA podrian influir en el proceso de presentacion
de antigenos, modulando la reactividad de las células del sistema inmunoldgico y/o la seleccion
negativa de las mismas, lo que tendria una gran influencia en el proceso de induccion de
tolerancia hacia antigenos propios [22]. De forma adicional, se han descrito variantes en genes
que codifican insulina (INS) [27], el antigeno-4 asociado al linfocito T citotoxico (CTLA4)
[28], la proteina tirosina fosfatasa no receptora de tipo 22 (PTPN22) [29], el receptor alfa de la
interleucina 2 (IL2RA) [30] y la proteina A del dominio SH3 asociado a ubiquitinas
(UBASH3A) [31], las cuales estan implicadas en la regulacion de la respuesta inmune y se han

asociado con DM1 [32], pudiendo influenciar la susceptibilidad a padecer esta enfermedad.

Entre los principales agentes ambientales que se han sido propuestos como factores
contribuyentes para el desarrollo de la DM1, se incluyen infecciones virales y componentes de
la dieta [33]. La infeccion por el herpes virus 6 humano, el enterovirus, el parainfluenza virus y
el virus de las paperas se ha asociado con DM1 fulminante, una forma de diabetes tipo 1 con un
debut abrupto y una destruccidon severa de las células beta pancredticas [34]. En cambio, las
infecciones enterovirales, principalmente por coxsackievirus B2 y B4, estan relacionadas con el
desarrollo de DM1. Anticuerpos contra estos virus se encuentran de forma frecuente en la
sangre de pacientes recién diagnosticados [35]. Los mecanismos mediante los cuales la
infeccion con enterovirus conlleva la destruccion de las células beta pancreaticas es objeto de
debate. Se postula que las infecciones virales podrian activar la autoinmunidad contra las células
beta pancreaticas mediante la activacion de los linfocitos T o por mimetismo molecular entre las
secuencias antigénicas de los virus y las células beta [36]. Otros mecanismos podrian involucrar
dafio celular directo por la replicacién virica, ocasionando la liberacién de antigenos de las
células beta [37]. Entre los componentes de la dieta como factores de riesgo de DM1 se ha
propuesto la introduccion temprana en la dieta de las proteinas de la leche de vaca [38] y la

deficiencia de vitamina D, asi como alteraciones en genes asociados a esta vitamina [39-41].
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Fisiopatologia de la DM1

La DM1 esta caracterizada por un infiltrado linfocitario o insulitis en los islotes de Langerhans y la
pérdida de la poblacion beta pancreatica, lo cual aumenta con la duracion de la enfermedad [20].
Esta enfermedad progresa de forma secuencial, habiéndose descrito tres etapas distintas en su
desarrollo [21] (Fig. 3). En primer lugar, una fase asintomatica en la que se encuentran evidencias de
destruccion de la poblacion beta pancreatica, como la deteccion serologica de autoanticuerpos
asociados con DM, pero sin alteraciones en la glucemia (estadio 1 de la DM1). El comienzo de la
destruccion de la poblacion beta pancredtica conduce al estadio 2, en el que el paciente presenta
alteraciones en la homeostasis de la glucosa o disglucemia. Finalmente, el desarrollo
sintomatologico de la enfermedad, o estadio 3, ocurre cuando aproximadamente el 70% de los islotes
de Langerhans se encuentran desprovistos de células beta productoras de insulina [20]. No obstante,
estudios recientes han mostrado una masa residual de células beta en el pancreas de pacientes tras
décadas después del diagnostico de la enfermedad, independientemente de la duracion de la

enfermedad o la edad del diagnostico [42].
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Figura 3. Estadios de la progresion de la diabetes tipo . Adaptada de [43].

Debido a la dificultad de obtener muestras humanas, la mayor parte de la informacion acerca de
los mecanismos de la destruccion de las células beta en la DM1 proviene de estudios realizados
en modelos murinos de DM1 o en islotes o células beta de raton. La implicacion del sistema
inmune en el desarrollo de la DM1 en humanos ha sido evidenciada al observar una mejora de
la supervivencia de la célula beta tras la administracion de ciclosporina, un farmaco
inmunosupresor que disminuye la produccion de citoquinas pro-inflamatorias en los linfocitos T
[44]. A pesar de que no se conocen los mecanismos exactos que llevan al inicio de la
enfermedad y la muerte de las células beta, se puede afirmar que la destrucciéon de esta
poblacion se produce al menos parcialmente por un proceso autoinmune, debido a la presencia

de células del sistema inmune (conocida como insulitis) en los islotes positivos para insulina de
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pacientes recién diagnosticados [45]. Estas infiltraciones linfocitarias estdn formadas
mayoritariamente por linfocitos T CD8+, seguidos en abundancia por macrofagos, linfocitos T
CD4+ y linfocitos B [45]. Por ello, a pesar de la presencia seroldgica de autoanticuerpos
dirigidos contra las células beta, la destruccion de esta poblacion parece ser llevada a cabo
principalmente por linfocitos T. En general, los linfocitos T autorreactivos adquieren la
habilidad para migrar a su tejido diana cuando son activados. Esta activacion, en individuos
genéticamente susceptibles para DM, podria tener lugar en los nddulos linfaticos pancredaticos,
mediante la presentacion de antigenos derivados de las células beta pancreaticas por parte de
células presentadoras de antigenos (APC). De forma previa a la activacion de los linfocitos T
autorreactivos se requiere la pérdida de la tolerancia inmunolédgica hacia antigenos propios de la
célula beta. En individuos susceptibles esta desregulacion del sistema inmunolégico podria
ocurrir en etapas tempranas de la vida y puede estar relacionada con la liberacion de antigenos
propios de la célula beta pancreatica como consecuencia de los eventos de apoptosis que tienen
lugar de forma fisiologica tras el nacimiento [46]. Ademas, los linfocitos T podrian activarse en
respuesta a infecciones virales, debido a la presentacion de antigenos con similitudes a aquellos
que proporcionan reactividad contra las células beta, como se ha explicado anteriormente en el
caso del mimetismo molecular [47]. Tras su activacion y acceso a los islotes, los linfocitos T
entran en contacto con su correspondiente antigeno e inician el proceso inmunoldgico que
conlleva la destruccion de las células beta. Los linfocitos CD4+ secretan citoquinas pro-
inflamatorias, principalmente interferon gamma (IFNy) y quimiocinas, lo que resulta en el
reclutamiento de mas células del sistema inmunoldgico [48, 49]. La liberacion de IFNy
incrementa la activacion de APC y exacerba la produccion de citoquinas proinflamatorias,
incluyendo interleucina-1p (IL-1p) y factor de necrosis tumoral alfa (TNFa). IFNy, TNFa e IL-
1B inducen la formacion de especies reactivas de oxigeno, incluyendo la produccion de 6xido
nitrico por parte de las células beta, ocasionando dafio celular y apoptosis [50]. Ademas de la
activacion de las APC, los linfocitos T CD4+ también activan a los linfocitos T CD8+. El
reconocimiento de antigenos de las células beta por los linfocitos T CD8+ causa la secrecion de
granzimas y perforinas, y por tanto, la destruccion de las células beta [51]. Este proceso
empeora durante la evolucion de la DM1, debido a la progresion de la insulitis y a la liberacion

de antigenos tras la muerte de las células beta [52].
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Estrategias terapéuticas para la DM 1

El tratamiento actual para los pacientes con DM1 es la administracion de insulina exogena. No
obstante, el control de la glucemia y la prevencion de episodios de hipoglucemia no es preciso
en estos pacientes, lo que conlleva un alto riesgo de padecer complicaciones asociadas a la DM1
como retinopatias, neuropatias, nefropatias y enfermedades cardiovasculares. La investigacion
para mejorar el control de la glucemia en la DMI1 se esta llevando a cabo en tres areas
principales: nuevas formas de insulina exogena y sistemas de liberacion de la hormona,
reemplazo de las células del islote y terapias adyuvantes a la insulina [53]. El reemplazo de las
células beta parece ser la unica alternativa a la administracion de insulina en pacientes con
DMI. El trasplante de islotes de Langerhans de donantes fallecidos proporciona células beta
productoras de insulina, ayuda al control de la glucemia y atrasa complicaciones derivadas de la
hiperglucemia en los pacientes receptores [54, 55]. Sin embargo, los pacientes que reciben el
trasplante necesitan tratamientos inmunosupresores para evitar su rechazo [56] y la efectividad
del tratamiento generalmente suele ser de menos de cinco afios, momento a partir del cual
vuelven a necesitar la administracion de insulina exdgena [57]. Los efectos dafiinos de los
farmacos inmunosupresores, la falta de independencia de insulina y la necesidad de un mayor
numero de donantes causan que este tratamiento no sea viable para la mayoria de pacientes con
DMI1 [58]. Estas consideraciones sostienen la importancia de buscar fuentes alternativas de
células beta con el fin de curar la diabetes y no solo ofrecer un tratamiento temporal. Esta fuente
de células beta podria obtenerse a partir de procedimientos in vitro o por regeneracion in vivo.
La generacion in vitro de células productoras de insulina a partir de células madre pluripotentes
humanas (hPSC) ha conseguido un modelo celular capaz de secretar insulina en respuesta a
concentraciones estimuladoras de glucosa y de disminuir la glucemia en ratones diabéticos [59].
En otro estudio, Manzar y colaboradores emplearon hPSC derivadas de pacientes con DM1 para
generar células productoras de insulina, con capacidad de normalizar la glucemia en ratones
diabéticos tras su trasplante [60]. Esta estrategia presenta la ventaja de no requerir tratamientos
de inmunosupresion al emplear células propias y eliminaria la necesidad de emplear donantes. A
pesar de que estos resultados son prometedores, las terapias de reemplazo celular para DM1
requieren el aislamiento de las células productoras de insulina para evitar su destruccion
autoinmune. El encapsulamiento de islotes de donantes es una estrategia que se ha estudiado
para protegerlos de la respuesta inmunoldgica del huésped. No obstante, la diferenciacion de las
hPSC puede verse afectada por el encapsulamiento [61] y se requieren mas estudios para
promover su uso como terapia. Recientemente, Furuyama y colaboradores han logrado generar
células productoras de insulina a partir de células alfa pancreaticas humanas que consiguen
curar la diabetes en ratones tras la ablacion de la poblacion beta pancreatica [62]. Estas células

productoras de insulina mantienen parte de la identidad de las células alfa pancreaticas y son
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menos inmunogénicas que las células beta [62]. El desarrollo de terapias que promuevan la
interconversion de células del islote implicaria la generacion de células productoras de insulina
sin la necesidad de emplear procedimientos invasivos como el trasplante de islotes o la
diferenciacion ex vivo de células pluripotentes. Las células alfa son una diana potencial para la
generacion de células beta funcionales y el estudio de su biologia y funcion en la DMI es de

gran importancia para la generacion de estrategias de reemplazo celular.

1.2.2. Modelos murinos de DM1.

La variabilidad interindividual que presentan los pacientes de DM1, la intervencion de
factores genéticos y epigenéticos en el desarrollo de la enfermedad y la inaccesibilidad
anatomica del pancreas, dificultan en gran medida el avance del estudio de la enfermedad en
humanos. Por ello, la utilizacion de modelos animales de DM1 es imprescindible. Entre los
modelos murinos mas empleados se encuentran el raton NOD (Non-Obese Diabetic, No Obeso
Diabético), que desarrolla diabetes autoinmune de forma espontanea, y los modelos de
induccion quimica de diabetes. Ademas, se han desarrollado distintos modelos transgénicos en
los que la expresion de transgenes bajo el control de RIP (Rat Insulin Promoter, promotor de
insulina de rata) permite la expresion del transgén de interés en las células beta pancredticas. La
expresion de antigenos bajo el control de RIP, como proteinas del virus Lymphocytic
Chroriomeningitis (LCMV), pueden servir como dianas del ataque inmune tras la infeccion con
dicho patogeno [63]. En cambio, la expresion de moléculas estimuladoras del sistema inmune,
como B7.1 o CD80, pueden incrementar la susceptibilidad de las células beta a la destruccion
autoinmune [64]. En este apartado, se detallaran las caracteristicas de los principales modelos

murinos de DM1.

Modelo de DM1 espontanea: raton NOD

El modelo murino NOD de DM1 espontanea fue desarrollado en el afio 1974 [65]. Esta
cepa presenta distintos defectos en la tolerancia inmunoldgica que conllevan a la infiltracion de
células del sistema inmune en el pancreas, la destruccion autoinmune de las células beta y DM1
de forma espontanea [66, 67]. Desde su creacion, este raton se ha convertido en el modelo de
referencia para la investigacion en DM1 debido a sus similitudes con la DM1 humana. La mas
destacable es la analogia estructural del MHC clase II del raton NOD con el complejo humano,
que puede conferir resistencia o susceptibilidad a la enfermedad, tanto en este modelo como en
humanos. No obstante, estos animales también presentan susceptibilidad a desarrollar otras

enfermedades autoinmunes como tiroiditis y sialoadenitis e incluso pueden sufrir neoplasmas a

31



lo largo de su vida [68], lo que refleja un fallo sistémico en la tolerancia o regulacion del

sistema inmunitario.

Esta cepa desarrolla insulitis entre la tercera y cuarta semana de vida, momento en el que los
animales se consideran pre-diabéticos. En este estadio, los islotes de Langerhans estan
infiltrados predominantemente por linfocitos T CD4+, con numeros bajos de linfocitos T CD8+
y linfocitos B [68]. El debut de la diabetes aparece alrededor de las 10-14 semanas de edad en el
ratobn NOD, pero puede atrasarse hasta las 30 semanas de edad. Esta caracteristica dificulta la
investigacion, ya que el inicio de la diabetes no puede predecirse con exactitud. Ademas, a pesar
de tratarse de una cepa congénita, en la que todos los individuos son genéticamente iguales y
desarrollan insulitis, la diabetes es mas prevalente en las hembras, con una incidencia del 60 al
90%, mientras que la incidencia en los machos es inferior, entre el 10-30% [69]. Estas
diferencias en la incidencia podrian estar causadas por hormonas sexuales, como ha sido
ilustrado en distintos estudios en los que han observado un aumento en la incidencia en ratones
machos castrados y una disminucion en hembras tratadas con androgenos [70-72]. En la DM1
humana, estas diferencia entre sexos no son significativas, encontrandose incidencias de DM1
similares en ambos sexos [73, 74]. Otra de las principales diferencias entre la patologia en el
ratbon NOD y en humanos es la histopatologia de la insulitis. La agresividad del ataque
autoinmune que padecen los islotes de los ratones NOD en el inicio de la enfermedad es mucho
mayor que en el pancreas humano. Estos animales presentan un infiltrado masivo, que afecta a
todos los islotes y ocasiona una reduccion del 90% de la poblacion beta pancredtica en el
momento del diagnostico de la enfermedad. Sin embargo, en muestras de donantes con DM1 se
ha observado una insulitis leve al inicio del ataque que afecta a un menor porcentaje de los
islotes y que ocasiona una reduccion de aproximadamente el 70% de la poblacion beta

pancreética en el momento del diagnostico [68].

Modelos de induccidén quimica

Actualmente, existen dos compuestos principales para la induccion quimica de diabetes
tipo I: (i) la estreptozotocina (STZ) y (ii) el aloxano (ALX). Ambos compuestos presentan
analogia con la estructura de la glucosa y se incorporan a las células beta pancreaticas a través
del transportador de glucosa GLUT2. La STZ es un potente agente alquilante genotoxico, que
induce roturas en las hebras de ADN [75]. En cambio, el ALX induce la formacién intracelular
de especies reactivas de oxigeno [75]. Ambos farmacos inducen muerte celular y pueden

presentar toxicidad en otros 6rganos [76].
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1) Administraciéon de STZ

La estreptozotocina (2-deoxy-2-(3-(methyl-3-nitrosreido)-D-glucopitynose), es un compuesto
sintetizado por Streptomycetes achromogenes. La administracion en ratones se realiza mediante
inyeccion intraperitoneal o intravenosa. Este farmaco se incorpora en las células beta
pancreaticas a través del transportador de glucosa GLUT-2 y provoca la alquilacion del ADN,
ocasionando la activacion de poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP) que conduce a una
deplecion de NAD+, la disminucion del ATP celular y la inhibicion de la produccion de insulina
[75]. Ademas, la STZ es una fuente de radicales libres que contribuyen al dafio ocasionado al

ADN, provocando muerte celular [75].

La administracion de este farmaco en ratones consigue la induccion de hiperglucemia mediante
un mecanismo simple, de bajo coste y controlable. Existen dos protocolos principales para la
induccion de hiperglucemia mediante la administracion de STZ: la administracion de una Unica
dosis de STZ con una concentracion alta y la administracion de dosis repetidas de STZ a bajas
concentraciones. La administracién de una tnica dosis alta se realiza mediante la inyeccion de
una concentracion de 100 a 200 mg-kg'en ratones, lo que ocasiona una muerte agresiva de la
poblacion beta pancreatica e hiperglucemia. La administracion multiple se realiza habitualmente
durante cinco dias consecutivos mediante la inyeccion de una dosis entre 20 y 40 mg-kg'al dia
de STZ. Mediante este proceso, se consigue un dafio inicial de las células beta que induce un
proceso inflamatorio en el que participan activamente los macrofagos [76]. En este caso, el
desarrollo de la diabetes depende de la produccion de citoquinas y la diabetes se desarrolla
incluso sin la presencia de linfocitos T y B. Por ello, a pesar de presentar un proceso

inflamatorio, este modelo no mimetiza la patologia humana.

(i1) Administracion de aloxano

El aloxano (2,4,5,6-tetraoxypyrimidine; 5,6-dioxyuracil) es un compuesto que se incorpora
rapidamente a las células beta pancreaticas tras su administracion. Su efecto diabetogénico se
atribuye a la formacion de radicales libres. Una vez se encuentra en el interior celular, el
aloxano se reduce a acido dialurico y se re-oxidiza de nuevo a aloxano, creando un ciclo redox
que genera radicales superdxiodo. Este ciclo finalmente ocasiona la fragmentacion del ADN,
induciendo la muerte de las células beta pancreaticas [75]. En ratones se emplea una dosis de 50

a 200 mg-kg', dependiendo de la via de administracion.
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Modelo de DM1 inducido por patdégenos: raton RIP-LCMV

Como se ha mencionado anteriormente, la infeccion de algunos virus como los
enterovirus o rotavirus se ha asociado con la DM1 [35]. Esta asociacion se ha basado en la
deteccion de ARN enteroviral en el suero de pacientes y en la correlacion entre el incremento de
anticuerpos anti-rotavirus en el suero de nifios con riesgo de padecer DM1 y la aparicion de
auto-anticuerpos contra las células beta pancreaticas [35, 77]. Estas infecciones virales pueden
inducir directamente la lisis de las células beta, la activacion de linfocitos T auto-reactivos
contra este tipo celular, la pérdida de células T reguladoras (Tregs) o incluso mimetismo
molecular [36]. Debido a estas caracteristicas, se han empleado virus para inducir la destruccion
de la poblacion beta pancredtica en modelos animales. El mas empleado en la investigacion de
DM1 es el raton RIP-LCMV. Este raton expresa antigenos del virus Lymphocytic
Chroriomeningitis (LCMV) en las células beta pancreaticas bajo el promotor de insulina de rata
(RIP) [78]. De forma espontanea, este modelo no desarrolla ningun signo de destruccion de las
células beta, pero al infectar los ratones con el LCMV, se activa la respuesta del sistema inmune
contra los antigenos virales, que también se encuentran en las células beta. Esto induce la
ablacion selectiva de las células beta pancreaticas [78]. Sin embargo, la eficacia del modelo
depende de los niveles de replicacion del virus y del tiempo en el que se realiza la infeccion, por

lo que la reproducibilidad de los resultados obtenidos puede variar.

Modelo de DM1 inducible por vacunaciéon de ADN: raton RIP-B7.1

El modelo transgénico de DMI inducible RIP-B7.1 expresa la molécula co-
estimuladora del sistema inmune B7.1 (CD80) en las células beta pancreaticas bajo el promotor
RIP [79]. La molécula B7.1 o CD8O0 esta expresada normalmente en las células presentadoras de
antigenos y su expresion en las células beta aumenta la susceptibilidad a desarrollar diabetes tras
la estimulacion adecuada [80]. Este raton es el primer modelo capaz de desarrollar DM1 tras la
inmunizacion con una vacuna de ADN que contiene el ADN de un reconocido auto-antigeno, la
preproinsulina (Ppins) [79]. Para evitar el desarrollo espontaneo de diabetes, el haplotipo del
complejo de histocompatibilidad 2 murino (H-2) de este modelo debe ser H-2° o H-2%. La
importancia en la eleccion del haplotipo reside en su influencia en la susceptibilidad de padecer
algunas enfermedades autoinmunes como tiroiditis o diabetes en animales no inmunizados [81].
El tratamiento con auto-antigenos especificos de la célula beta no es patogénico en cepas
murinas con haplotipo H-2° o H-2%, ya que estos haplotipos no confieren susceptibilidad a
desarrollar la enfermedad [81, 82]. El desarrollo espontdneo de diabetes en ratones RIP-B7.1
con haplotipo H-2" o H-2% es poco frecuente y la diabetes puede ser inducida mediante la

inmunizacion de los animales con autoantigenos de las células beta pancreaticas que estimulan
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la autoinmunidad contra este tipo celular. Por ejemplo, la administracion del gen que codifica la
insulina en forma de vacuna de ADN en ratones RIP-B7.1 es capaz de inducir la enfermedad

[82, 83], asi como la inmunizacion con el ADN de la preproinsulina II murina [82].

Los mecanismos mediante los que el transgén RIP-B7.1 contribuye al desarrollo de la diabetes
tras la administracion de un autoantigeno no son del todo conocidos, pero podrian implicar la
amplificacion de la respuesta de los linfocitos T si las células beta presentan auto-antigenos en
presencia de una co-estimulacion apropiada [84]. La inmunizacion con el ADN de la
preproinsulina II murina ha sido descrita como inductora de insulitis con presencia de linfocitos
T CD4+ y CD8+ y diabetes con una gran incidencia en ratones RIP-B7.1 (H-2) [82]. El
desarrollo de diabetes observado en los ratones RIP-B7.1 (H-2") tras la inmunizacién con el
ADN de la preproinsulina-II en forma plasmidica, es consistente con el perfil pro-inflamatorio
de la respuesta inmunologica que suelen provocar las vacunas de ADN al inyectarse en el tejido
muscular [82]. El efecto de la vacunacién con ADN en el musculo ha sido ampliamente descrito
[85], pudiéndose hipotetizar como ocurre el desarrollo de la diabetes autoinmune experimental
en el raton RIP-B7.1 tras la incorporacion del plasmido al tejido muscular (Fig. 4). Las vacunas
de ADN son una forma eficiente de generar inmunidad tanto celular como humoral mediante la
presentacion de antigenos codificados por plasmidos e incorporados por las células musculares
[85]. En primer lugar, los miocitos transfectados con el plasmido expresarian el gen de la
preproinsulina, liberando de esta forma los autoantigenos codificados por el pldsmido. No se
conocen exactamente que formas peptidicas de la preproinuslina son las que generan la
respuesta inmune. Tras la liberacion de los antigenos, estos serian incorporados por las células
presentadoras de antigenos (APC) periféricas, que a su vez también pueden ser transfectadas por
el plasmido tras la inmunizacién. De este modo, se consigue la presentacion de los antigenos
tanto por el complejo de histocompatibilidad de clase I como de clase II, activando asi la
respuesta de los linfocitos T CD8+ y CD4+, respectivamente, en los ganglios linfaticos y
posiblemente en los nddulos pancreaticos. Los linfocitos T activados se expandirian, creando
una poblacion de linfocitos T autorreactivos contra un antigeno derivado de la vacuna de ADN
[85], que seria propio de las células beta pancreaticas. Ademas, la activacion de células CD4+
inicia respuestas adaptativas y humorales como la activacion de los linfocitos B, que en este
caso secretarian autoanticuerpos especificos contra el autoantigeno generado mediante la

vacunacion.

35



A B

: A\ Musculo -
L. z : AT
Plismido ADN "% 1 <« v L
Ins 4 S e ¥ \\\) G aso )
@plns) R linfético
\ / " p / Ganglio linfatico
- A | pancreético
) @
7 &
ion di - ) O %
Transfecglon directa de Transfeccion directa de f NN,
los miocitos / O \‘las APC no pancreaticas St \{/! o
> § \ e ! ©
g ::’\H . | y o
MBHC S v./\o e -~ (‘ o g | cps 8 Atigen
oo o\ - ) ) ED47) 3\ ;
leem'cwn U». R . o< Células 5 Antl’genos TCR CLK WY BCR
de ’a.ntlgenos / \ 2 apoptoticaso endogenos .
€xogenos o ° necroticas MHC | ! G_' O
< \ 7
deN > &, »
. f % Antigenos Linfocitos
C ‘/:’B-;»;' I ﬁ?; f) exbgenos activados

Figura 4. Mecanismo de induccién de inmunidad celular y humoral de las vacunas de ADN. A. Presentacion
antigénica en el lugar de la inmunizacion. Tras la inyeccion del plasmido que contiene el gen de la preproinsulina
(pplIns), los miocitos y las células presentadoras de antigenos (APC) transfectadas presentan los productos derivados
de la expresion de la pplns a través del complejo molecular de hitocompatibilidad de clase I (MHC-I). Ademas, las
APC captan y presentan a través del complejo molecular de histocompatibilidad de clase II (MCH-II) antigenos
exogenos liberados por los miocitos. B. Presentacion antigénica en el ganglio linfatico y activacion de los linfocitos.
La presentacion de los antigenos derivados de la expresion de la pplns por parte de las APC en los ganglios linfaticos
consigue la activacion de los linfocitos T CD4 y CD8+, mediante la comunicacion celular a través de los receptores
de los linfocitos T (TCR) y B (BCR). Modificado de [85].

El modelo de desarrollo de diabetes en los ratones RIP-B7.1 evoluciona a través de dos etapas.
En primer lugar, la respuesta de los linfocitos T autorreactivos es inducida mediante una sola
inyeccion de la vacuna de ADN. Seguidamente, la invasion progresiva de los linfocitos
autorreactivos en los islotes conduce a la etapa efectora de la respuesta autoinmune, provocando
la destruccion de las células beta pancreaticas [79]. El desarrollo de la diabetes en este modelo
ocurre en un rango de 3-4 semanas tras la vacunacion en el 60-95% de los animales
inmunizados [79]. Alrededor de dos semanas tras la inmunizacion, los ratones inmunizados
comienzan a presentar un grado leve de insulitis o infiltrado linfocitario en los islotes de
Langerhans [80] (Fig. 5). Entre tres y cuatro semanas tras la inmunizacion, los islotes presentan
una extensa infiltracion de linfocitos T CD4+ y CD8+, una significativa reduccion de la
expresion de insulina, hiperglucemia y, por tanto, diabetes [80] (Fig. 5). El desarrollo de
diabetes ocurre con la misma incidencia en ratones machos y hembras. Ademds, mediante la
presencia de un solo alelo del gen B7.1 en las células beta se consigue el desarrollo de la
diabetes, pudiéndose emplear de esta forma animales heterocigotos u homocigotos, machos y
hembras para la experimentacion [79]. La inmunizacién con pplns induce diabetes en
practicamente todos los animales RIP-B.1, con un periodo de tiempo, histopatologia y

sintomatologia similares [79], haciendo de este modelo una excelente herramienta para la

investigacion en diabetes.
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Figura 5. Caracteristicas del infiltrado linfocitario en islotes de ratones RIP-B7.1 sin inmunizar (control), dos
semanas tras la inmunizacién (pre-diabético) y tres-cuatro semanas tras la inmunizacion (diabético). Los linfocitos T
CD3+ (rojo), CD4+ (verde) y CD8+ (azul) se observan tras la inmunizacién, con una mayor proporcion de CD8 +.
Adaptada de [80].

I.3. Dinamica de la masa y plasticidad de los islotes de Langerhans

Ademas de su funcion secretora, una de las caracteristicas mas relevantes de las células del
islote de Langerhans es su capacidad innata para adaptarse a distintos estados fisiologicos con
diferentes requerimientos metabolicos [86]. Dicha capacidad de adaptacion estd basada
principalmente en la modulaciéon de la masa celular, asi como la funciéon, y es de gran
importancia para el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa en distintas etapas vitales.
Ademas, investigaciones recientes han demostrado que las células del islote de Langerhans
presentan plasticidad en cuanto a su capacidad de cambiar su identidad [62, 87]. A lo largo de
este apartado se revisaran los eventos que modulan el balance de la masa de las células

endocrinas del pancreas y su plasticidad.

La masa de las células del islote de Langerhans esta sometida a una regulacion dinamica por
la accion de distintos nutrientes, por la activacion de rutas de sefalizacion de factores de
crecimiento o por la activacion de modificaciones post-traduccionales de diversos genes, entre
otros factores [86]. Esta regulacion consigue mantener un balance neutro entre la regeneracion
celular y la muerte celular. No obstante, los mecanismos mediante los que se obtiene dicho
balance neutro y el mantenimiento de las células pancreaticas no son del todo conocidos en
humanos. Estudios en modelos animales han revelado fundamentalmente cuatro mecanismos
potenciales: replicacion o proliferacion de células endocrinas maduras existentes, muerte celular

programada de células existentes, cambios en el tamafio celular y, en menor medida,
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diferenciacion o neogénesis a partir de células precursoras del epitelio ductal [86]. Las células
del islote presentan una gran capacidad de regeneracion, cuyo mecanismo parece ser estimulo-
dependiente, fisiologico (por ejemplo, en el embarazo) o compensatorio tras un reto metabodlico
(obesidad) o un dafio (ligacion ductal, ablacion de las células beta, pancreatectomia parcial). En
condiciones fisiologicas, la masa del islote es relativamente estable. Las células del islote se
encuentran bajo un estado de renovacion lenta, con niveles bajos de proliferacion o apoptosis
[86]. Recientemente, mediante la ablacion extrema de la poblacion beta pancreatica [87] se ha
evidenciado la existencia de procesos de transdiferenciacion de células alfa a beta como un
nuevo mecanismo de regeneracion de células beta pancredticas, que parece implicar cambios en
los factores de transcripcion que definen la identidad celular. Las células alfa y beta maduras
provienen de un ancestro comin y comparten varios factores de transcripcion en su
especificacion (Fig. 6) [88]. La especificacion de ambos tipos celulares esta coordinada por una
red compleja de factores de transcripcion que establece y mantiene la identidad en las células
diferenciadas. Durante los estadios tardios de la diferenciacion de las células beta, los factores
de transcripcion de la familia de oncogenes v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma, MAFB y
MAFA, tienen una funcién importante. La expresion de MAFB en células beta precede a un
incremento en la expresion de Pancreatic duodenal homeobox 1 (PDX1), que marca el inicio de
la transcripcion de insulina. La expresion de MAFA comienza tras el inicio de la transcripcion
de insulina y persiste en las células beta maduras. En la especificacion de la identidad de la
célula beta, la transcripcion de insulina es iniciada y mantenida por los factores de transcripcion
PDX1, Neuronal differentiation 1 (NEUROD1), Paired box 6 (PAX6) y MAFA [88]. De forma
adicional, Paired box gene 4 (PAX4), hasta su pérdida de expresion en el adulto, NK6
Homeobox 1 (NKX6-1) y PDX1 inhiben la expresion de glucagdn, previniendo la expresion de
esta hormona en las células beta. Entre los factores de transcripcion que definen la identidad de
la célula alfa pancreatica se encuentra Aristaless related homeobox (ARX). Este factor de
transcripcion se requiere para el desarrollo de las células alfa y el mantenimiento de su masa
[88]. Ademas de su papel en la transcripcion de la insulina, PAX6 también coordina la
transcripcion del gen que codifica el glucagon en la célula alfa, directamente mediante su union
al promotor del gen y de forma indirecta induciendo la expresiéon de otros factores de
transcripcion como MAFB y NEURODI, que también activan la expresion del glucagén [88].
Por tanto, la diferenciacion apropiada de cada tipo celular es un proceso complejo que requiere
cambios dinamicos en los niveles de expresion de distintos factores de transcripcion siguiendo

una secuencia determinada (Fig. 6).
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La mayor parte de las evidencias acerca de la proliferacion de las células del islote de
Langerhans ha sido proporcionada a partir de estudios en modelos animales. En el raton, las
células beta preexistentes son la mayor fuente de nuevas células beta durante la vida adulta del
raton [89]. No obstante, la funciéon y la proliferacion de las células del islote en el raton
disminuye con la edad [90, 91]. En modelos de adaptacion a situaciones de resistencia a la
insulina como el embarazo y la obesidad, las células beta proliferan en respuesta a la demanda
creciente de insulina a la que se ven sometidas [92-94]. De la misma forma, la proliferacion de
las células beta supervivientes tiene un papel importante en la regeneracion de este tipo celular
en roedores sometidos a ligacion ductal, pancreatectomia parcial y ablacion de la poblacion beta
pancreatica en modelos murinos transgénicos [95-97]. A pesar de que la regeneracion de la
poblacion beta pancreatica en adultos a través de la replicacion ha sido estudiada de forma
extensa, existe poca informacion acerca de la regeneracion de las células no-beta del islote. Las
células alfa pancreaticas sufren una disminucion en su tasa de proliferacion en ratones obesos
sometidos a dieta alta en grasa durante doce semanas [98]. Otros estudios realizados en ratones
obesos han revelado una asociacion positiva entre la interleuquina 6 (IL-6) y la proliferacion de
la célula alfa pancreatica [99]. De forma reciente, se ha evidenciado que las células alfa y delta

proliferan tras la destruccién de la poblacion beta pancreatica mediante la administracion de
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estreptozotocina [100]. Ademas, se ha descrito un aumento de proliferacion de células alfa en
modelos de ligacion del ducto pancreatico junto con destruccion de las células beta pre-

existentes mediante la administracion de ALX [101].

En humanos, la masa de las células beta puede expandirse desde el nacimiento hasta la
etapa adulta, pero la proliferacion de las células del islote es muy baja en adultos [102], y
disminuye al 3% seis meses tras el nacimiento [46]. Al igual que en roedores, la funcion de las
células beta y su tasa de proliferacion también disminuyen con la edad [91, 103]. La mayoria de
los estudios en islotes humanos en condiciones de adaptacion a situaciones de resistencia a la
insulina como el embarazo y la obesidad estan basados en estudios histologicos de tejido
pancreatico de donantes. Distintas investigaciones han mostrado valores bajos de proliferacion
de células beta pancreaticas, sin cambios durante el embarazo o sin incremento en sujetos
diabéticos [104, 105]. Por otro lado, Butler y colaboradores, describieron un aumento de la
masa de la célula beta durante el embarazo [105] y sugirieron la existencia de un aumento
adaptativo de la masa de este tipo celular que podria estar llevado a cabo por diferenciacion a

partir de progenitores celulares en vez de por proliferacion de células beta pre-existentes.

Neogénesis de células endocrinas a partir del epitelio ductal

El papel del epitelio ductal como fuente de formacion de nuevas células del islote
permanece como una hipoétesis controvertida. Mientras que esta forma de renovacion celular
tiene lugar durante la embriogénesis [86], el papel de la neogénesis en la modulacion de la masa
de las células endocrinas en condiciones fisiologicas en el raton adulto no es del todo conocido.
Existen evidencias de diferenciacion in vivo de células exocrinas en modelos de ligacion del
ducto pancredtico, en los que se ha observado un incremento de células beta y pequefias
agrupaciones de células endocrinas cerca o pertenecientes al epitelio ductal [106].
Recientemente, se ha confirmado que células positivas para el factor de transcripcion
neurogenina 3 (Ngn3) en el epitelio ductal contribuyen a la neogénesis de células beta tras la
ligacion ductal [96, 107]. No obstante, existen estudios que sostiene que la neogénesis de islotes
tras pancreatectomia parcial en roedores parece estar ligada tanto a neogénesis como a
proliferacion [108, 109], mientras que otras investigaciones independientes sostienen que la
proliferacion es el tnico evento regenerativo que tiene lugar [89, 97]. Tras la ablacion extrema
de la poblacién beta pancredtica mediante la administracion de aloxano se ha descrito un
aumento de células insulino-positivas en los ductos [110], sugiriendo la existencia de un
proceso de neogénesis. Estudios en pancreas humanos han mostrado un rango de 0 a 2.2% de
células positivas para insulina presentes en el epitelio ductal en individuos con menos de 7 afios
y un rango de 0 a 1.2% tras los 7 afios de vida, proponiendo una disminucion de la tasa de

neogénesis con la edad [102, 111]. Ademas, se ha descrito un aumento de células insulino-
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positivas en los ductos durante el embarazo (0.4% en el grupo control frente a un 1.2% en el
grupo de embarazo) y en individuos obesos (0.4% en el grupo control frente a un 0.8% en el
grupo obeso)[104, 105]. En cambio, se sabe muy poco de este proceso en el caso de la célula

alfa pancredtica.

Apoptosis

La apoptosis supone una serie de eventos coordinados para la programacion de la muerte celular
y tiene una funcion relevante en el mantenimiento de la homeostasis de los tejidos. Durante el
periodo neonatal en humanos existe un aumento de la masa de la célula beta, seguido por un
aumento de muerte celular [46]. En adultos, el estudio sistematico de pancreas de donantes de
distintas edades sugiere que la apoptosis de las células beta es baja y permanece constante a lo
largo de la vida [112]. La pérdida progresiva de la masa funcional de células beta en diabetes se
considera la consecuencia del desbalance entre las tasas de proliferacion y/o neogénesis y del
porcentaje de células apoptoticas. En individuos diabéticos y obesos, la tasa de apoptosis en
células beta esta aumentada [104, 113]. La apoptosis en este tipo celular puede inducirse en
respuesta a distintos dafios que actiian al menos a través de tres vias: muerte celular inducida por
citoquinas y mediada por receptores [114], disrupcion mitocondrial en respuesta a radicales
libres de oxigeno [115], y activacion de vias de sefializacion intracelular asociadas al estrés del
reticulo endopldsmico (RE) que conducen a la apoptosis [116]. Las células beta humanas son
vulnerables a dichos mecanismos y en la DM2 éstos pueden ser activados por alteraciones
metabolicas como altos niveles de glucemia (glucotoxicidad) y de acidos grasos libres

(lipotoxicidad).

El aumento progresivo de la glucemia que tiene lugar en la diabetes causa fallos en la funcion
de las células beta y la sensibilidad a la insulina, en un proceso conocido como glucotoxicidad
[117]. El aumento en el metabolismo de la glucosa en las células beta conduce a una mayor
generacion de especies reactivas de oxigeno en la mitocondria, aumentando el estrés oxidativo.
Las células beta humanas son especialmente sensibles al estrés oxidativo debido a una baja
expresion y actividad de enzimas antioxidantes [118]. Adicionalmente, las citoquinas también
son mediadoras de la glucotoxicidad en DM2 [119, 120] y el papel de estas moléculas en la
fisiopatologia de la DM1 esta ampliamente reconocido [121, 122]. La apoptosis activada en
condiciones de glucotoxicidad en presencia de citoquinas involucra vias de sefalizacion
mediadas por el aumento de la expresion del receptor de muerte Fas (CD95) y la activacion de
la caspasa 8, entre otras rutas. La regulacion al alza del receptor Fas por altos niveles de
glucemia puede contribuir a la destruccion de las células beta a través de la expresion
constitutiva de FasL, independientemente de la presencia de una reaccién inmunolégica, lo que

proporciona un mecanismo comun de muerte celular en DM2 y DMI1 [123, 124]. La
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hiperglucemia persistente conduce a la estimulacion cronica de las células beta y la sintesis de
insulina, lo que puede producir estrés en el reticulo endoplasmico (RE) [125]. El RE es el
responsable de la sintesis, modificacion y conduccion de las proteinas a sus sitios diana. Estos
procesos pueden verse alterados bajo varias condiciones fisiologicas y patologicas, produciendo
estrés en el reticulo que puede iniciar apoptosis [116]. La exposicion a altos niveles de glucemia
causa un gran aumento de marcadores de estrés del RE en islotes de donantes con DM2 [126].
Ademas, la lipotoxicidad, que se encuentra ligada a la presencia de glucotoxidad, estd asociada
a un aumento de apoptosis en islotes humanos [127]. A pesar de que todos los tipos celulares
del islote estan sometidos al mismo ambiente que las células beta, existe una falta de
informacion acerca de los mecanismos de apoptosis de la célula alfa en condiciones fisiologicas,

patologicas y experimentales.

Dediferenciacion y transdiferenciacion celular

La de-diferenciacion de una célula esta determinada o bien por la regresion a un estadio
anterior en la diferenciacion o por la pérdida de su fenotipo y marcadores de identidad [128].
Estudios en roedores y humanos han indicado que la de-diferenciacion de la célula beta se
manifiesta como una reduccion en la expresion de genes enriquecidos en la poblacion beta
pancreatica, una pérdida progresiva de factores de transcripcion especificos de la célula beta,
como PDX1, MAFA y FOXOI, y la reaparicion de marcadores especificos de progenitores
endocrinos, como neurogenin 3 (NGN3) [128]. Estas alteraciones provocan alteraciones
estructurales y metabolicas en las células beta que ocasionan disfuncion en la secrecion de
insulina estimulada por glucosa, haciendo que la de-diferenciacion sea considerada un factor de
pérdida de células beta funcionales en DM1 y DM2 [128]. Es desconocido si las células beta de-
diferenciadas pueden volver a un estado de célula beta madura, si persisten en el pancreas como
células de-diferenciadas con una grave disminucion en la habilidad para secretar insulina o si la

muerte celular es inevitable para estas células [128].

La transdiferenciacion celular se define como un cambio de identidad en células
diferenciadas que ocurre mediante la regulacion a la baja del programa genético especifico de
un tipo celular y la regulacion al alza del programa genético de otro tipo celular, sin atravesar un
estado de pluripotencia. Estos dos procesos pueden tener lugar de forma simultinea, en el que
las células intermediarias expresan marcadores de dos tipos celulares distintos, o secuencial, con

la aparicion de células de-diferenciadas [129-131].

Estudios recientes han revelado nuevos mecanismos potenciales de regeneracion de las células
endocrinas mediante transdiferenciacion celular [62, 87, 132]. En estos estudios se ha
demostrado la capacidad de conversion directa o indirecta de células endocrinas diferenciadas

en células beta pancredticas, en modelos murinos de ablacion de la poblacién beta pancreatica y
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en células del islote humanas. A pesar de que estos procesos no pueden determinarse con
exactitud en humanos, el pancreas de pacientes diabéticos presenta un aumento de células bi-
hormonales, que podria indicar tanto de-diferenciacion celular o un intento de regenerar nuevas
células beta a través de la conversion de células alfa o delta en beta [128, 133-135]. La
contribucion de estos procesos a la dinamica de la masa de las células no-beta del islote sera

ampliamente debatida durante la discusion de la presente tesis doctoral.

I.4. Fisiopatologia de la célula alfa pancreatica en la DM1

La hiperglucagonemia y la secrecion desregulada del glucagén han sido relacionadas como
factores que contribuyen a la hiperglucemia en pacientes con Diabetes Mellitus tipo 1 [136, 137]
y tipo II [138, 139]. A pesar de que esta observacion tiene un gran soporte actualmente, de
forma historica la hiperglucemia siempre ha sido asociada a la falta de insulina. En este
apartado, revisaremos los eventos que condujeron a la creencia actual de la participacion de
ambas hormonas en la hiperglucemia diabética. Ademas, se abordaran las alteraciones

funcionales que sufre la célula alfa pancreatica en la DM1.

Como se ha mencionado en apartados anteriores, la principal caracteristica de la DM1 es la
destruccion autoinmune de la poblacion beta pancredtica. Las demas células del islote, como la
célula alfa, sobreviven al ataque autoinmune, ya que no esta dirigido contra ellas. No obstante,
las células no-beta del islote pueden sufrir los cambios en el control paracrino debido a la
ausencia o reduccion de insulina, el ambiente inflamatorio del islote y la hiperglucemia, entre
otros factores, que podrian afectar a la funcion de estos tipos celulares. Los pacientes de DM1
sufren defectos en la secrecion del glucagén, principalmente en estadios tempranos de la
enfermedad. En esta patologia, los niveles de glucagon plasmatico se encuentran elevados en
condiciones de alta glucemia [140-144], momento en el que se esperaria una supresion de la
secrecion del glucagon por el efecto directo de la glucosa en la célula alfa [17]. La contribucion
del glucagén a la hiperglucemia ha sido ampliamente discutida, como se detallard a

continuacion.

En 1975, Unger y Orci propusieron que la hiperglucemia en los pacientes diabéticos estaba
asociada a una secrecion inapropiada del glucagdn por parte de las células alfa pancreaticas y no
simplemente como consecuencia de la falta de insulina per se [145]. Esta propuesta causé
entonces un gran debate, particularmente en el caso de la fisiopatologia de la DM1. El dogma
existente relacionaba la hiperglucemia unicamente con la falta de insulina causada por la
destrucciéon autoinmune de las células beta pancreaticas. Esta creencia estaba basada

principalmente en estudios realizados en pacientes con bajos niveles de secrecion de insulina y
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cetoacidosis diabética, en los que esta condicion se contrarrestaba mediante la administracion de
insulina exdgena. En 1977, Barnes y colaboradores estudiaron el desarrollo de cetoacidosis
diabética en pacientes con pancreatectomia. En estos pacientes no detectaron glucagon
plasmatico, concluyendo que esta hormona no tiene un papel esencial en el desarrollo de esta
condicion diabética [146]. No obstante, durante la misma época, varias investigaciones
detectaron la produccién de glucagon extra-pancredtico en animales de experimentacion [147] y
células positivas para glucagon en el tejido estomacal de humanos [148]. Estos estudios
proporcionaron evidencias y dieron soporte a un papel del glucagdn como contribuyente a la
hiperglucemia. Ademas, estudios mas recientes en pacientes con pancreatectomia han
demostrado la existencia de secrecion de glucagdn por parte de células del tracto gastrointestinal

[149].

Las evidencias acerca de un posible papel del glucagon como factor hiperglucemiante en la
diabetes causaron un interés creciente en el desarrollo de antagonistas de la accion del glucagon.
En 1996, Brand y colaboradores consiguieron la normalizaciéon de los niveles de glucosa en
conejos diabéticos tratados con aloxano, mediante la administracion de un anticuerpo
monoclonal de alta afinidad contra el glucagdn, capaz de neutralizar la actividad del glucagon
circulante [150]. Este mismo anticuerpo fue empleado con éxito por el mismo grupo en ratas
tratadas con STZ con diabetes moderada, sin efecto en los animales con diabetes severa [151],
indicando que mediante la neutralizacion del glucagén se consigue normoglucemia en presencia
de unos niveles minimos de insulina. Estos estudios incentivaron la busqueda y el desarrollo de
nuevas formas de antagonizar la accion del glucagon. El modelo experimental de noqueo (KO)
del receptor de glucagon (Gegr), Gegr”, surgid entonces para la caracterizacion del efecto del
glucagdn en el control de la glucemia [152, 153]. Estos animales mostraron, en comparacion
con controles, bajos niveles de glucemia, una mayor tolerancia a la glucosa y niveles similares
de insulina plasmatica [152, 153]. En 2011, Lee y colaboradores administraron repetidas dosis
de STZ al ratén Gegr”, sin observar desarrollo de diabetes [154]. Este resultado indico un
importante papel de la sefializacion del glucagén en la hiperglucemia diabética. Posteriormente,
el mismo grupo de investigacion reconstituyé los receptores de glucagon en el higado del raton
Gegr”™ mediante la liberacion guiada del gen por adenovirus [155]. Al administrar STZ, los
ratones Gegr”™ con expresion del receptor de glucagén en el higado desarrollaron diabetes [155].
No obstante, la ablacion casi total de la poblacion alfa pancreatica en ratones, y la consecuente
deficiencia severa de glucagén, no previene la hiperglucemia tras la administracion de STZ
[156]. En este estudio, Thorel y colaboradores concluyeron que la presencia de niveles minimos
de glucagéon es capaz de mantener la funcion metabolica de esta hormona y el fenotipo
diabético tras la administracion del farmaco diabetogénico [156]. Investigaciones posteriores

con otros modelos de deplecion de células alfa, inmunoneutralizacion del glucagéon o
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administracion de antagonistas del receptor de glucagén tampoco observaron una mejora en el
fenotipo diabético tras la administracion de STZ [157]. Las diferencias observadas en estos
estudios podrian ser causadas por una destruccion incompleta de la poblacion beta pancreatica
mediante el uso de STZ, que ocasionaria niveles minimos de insulina plasmatica. En 2016,
Damond y colaboradores emplearon un mecanismo de ablacion casi completa de la poblacion
beta pancredtica en ratones Gegr™””, inducible mediante la administracion de difterotoxina [158].
En este caso, tras la ablacién casi completa de la poblacion beta pancreatica, los ratones Gegr”
desarrollaron diabetes [158]. Por tanto, el grado de insuficiencia de insulina podria ser
importante para determinar la contribucion del glucagon a la hiperglucagonemia en los ratones

Gegr™.

En pacientes con estadios tempranos de diabetes tipo I, en los que puede haber niveles
residuales de insulina, la secrecion inapropiada de glucagdén podria ser responsable de la
produccion de glucosa hepatica que contribuiria a la hiperglucemia, y una normalizacion de la
glucemia podria ser alcanzada si se previene de forma terapéutica la accion del glucagon. En
este contexto, varias lineas de investigacion tienen como diana a la célula alfa pancreatica para
el desarrollo de potenciales estrategias terapéuticas en la diabetes. El desarrollo de antagonistas,
anticuerpos monoclonales u oligonucle6tidos anti-sentido para el receptor de glucagén han sido
ensayados preclinica y clinicamente con el objetivo de limitar la accion del glucagén en el
higado y asi reducir la hiperglucemia en la diabetes mediante la reduccion de la produccion de
glucosa hepatica [159]. Concretamente, en DM, el uso del anticuerpo contra el receptor de
glucagon “REMD-477”, ha conseguido una disminucioén de los requerimientos de insulina para

el control de la glucemia, asi como una mejora del control de la misma [160].

Ademés de la contribucion a la hiperglucemia, la secrecion anormal del glucagon también tiene
una gran importancia en el tratamiento de la DM1 a la hora de controlar los niveles de glucemia
y de prevenir episodios de hipoglucemia. La respuesta secretora de las células alfa a
concentraciones estimulatorias bajas de glucosa plasmatica estd deteriorada en la DM1 [161-
163]. En estos pacientes insulino-dependientes, esta desregulacién ocasiona un alto riesgo de
sufrir episodios graves de hipoglucemia [162]. Una posible causa de este fallo en la secrecion de
glucagdn reside en alteraciones del sistema nervioso en la regulacion de la secrecion de
glucagdn durante la DM1 [164]. Los islotes de Langerhans presentan una gran inervacién por
neuronas parasimpaticas, simpaticas y sensoriales [165], cuyas terminaciones nerviosas liberan
neurotransmisores con un papel importante en la secreciéon hormonal de las células del islote
[165-167]. De forma fisioldgica, la regulacion autonomica de la secrecion de estas hormonas
contribuye principalmente a la respuesta al estrés metabdlico o fisico para proteger al cerebro de
dafios asociados a la hipoglucemia [168, 169]. En 1977 se describi6 como en estadios

tempranos de DM1, el sistema nervioso autébnomo es estimulado proporcionando una correcta
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respuesta contrarreguladora para prevenir la hipoglucemia [170]. Sin embargo, no todos los
pacientes con DM1 poseen un sistema nervioso autonomo efectivo para reaccionar frente a una
posible hipoglucemia causada por la disfuncion de la secrecion del islote [170]. Esta disfuncion
ha sido asociada en parte a la observacion de una pérdida de la inervacion en los islotes de
Langerhans [171], que ocasionaria una desregulacion de la respuesta de las células alfa a
condiciones de hipoglucemia [164]. Esta pérdida de inervacion también ha sido descrita en
modelos de diabetes autoinmune espontdnea [172, 173] y modelos murinos de diabetes

autoinmune experimental [174].

En conclusion, la célula alfa pancredtica presenta una grave desregulacion de su funcion
secretora en la DM1. Por un lado, la falta de supresion de la secrecion de glucagdén en
condiciones de alta glucemia, conduce hacia una exacerbacion de la hiperglucemia mediante la
produccion y liberacion de glucosa hepatica. La hiperglucemia cronica induce dafios
glucotoxicos a varios tejidos, promoviendo neuropatias, retinopatias y complicaciones
cardiovasculares. En cambio, en condiciones hipoglucemiantes, la secrecion de glucagon no se
ve estimulada, probablemente por una ausencia de respuesta del sistema nervioso auténomo, lo
que produce un alto riesgo de sufrir episodios graves de hipoglucemia en los pacientes con
DMI. El conjunto de mecanismos que producen estas alteraciones no es del todo conocido y
requieren mayor investigacion para un mayor conocimiento de la fisiopatologia de la célula alfa
pancredtica en la DMI1. El estudio de la masa de este tipo celular podria esclarecer parte de estas
alteraciones y ha sido el objeto de estudio de la presente tesis doctoral, discutiéndose de forma

detallada mediante la descripcion de los resultados obtenidos y su discusion.
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I1. OBJETIVOS

La investigacion en diabetes tipo I se ha centrado en la fisiopatologia de la célula beta
pancreatica y en el estudio del ataque autoinmune contra este tipo celular, con el fin de
comprender la etiologia de la enfermedad y crear estrategias para conseguir la supervivencia de
las células beta pancreaticas. No obstante, las células alfa pancreaticas también tienen un papel
fundamental en la fisiopatologia de la diabetes tipo I. Diversos trabajos han puesto de
manifiesto que las alteraciones en la masa y la funciéon de la célula alfa pancreatica y la
secrecion de glucagon pueden contribuir a la hiperglucemia y otros desérdenes metabolicos en
esta patologia. Ademas, estudios recientes evidencian que este tipo celular constituye una fuente
potencial para la regeneracion de células beta pancreaticas en modelos murinos de ablacion de
esta poblacion. La transdiferenciacion de células alfa en células beta pancreaticas supone un
nuevo mecanismo de regeneracion de los islotes de Langerhans. Los cambios en la masa de la
célula alfa pueden jugar un papel fundamental en esta nueva caracteristica. Sin embargo, se
conoce poco acerca de los procesos que modulan la masa de la célula alfa pancreética en esta
patologia. El conocimiento de los eventos que tienen lugar sobre la dindmica de la masa de la
célula alfa en la diabetes tipo I puede aportar informacion valiosa para poder modular la misma

en direccion a estrategias terapéuticas.

Por ello, el objetivo de la presente tesis es la caracterizacion de la dinamica de la masa de la
célula alfa pancreatica en la diabetes tipo 1. Para ello, se ha empleado el modelo murino de
diabetes autoinmune experimental (EAD), RIP-B7.1, con el fin de desarrollar los siguientes

objetivos especificos:

1- Analizar los cambios que se producen en la masa de la célula alfa pancreatica tanto en un

estadio temprano como avanzado de un modelo de diabetes autoinmune experimental.

2- Estudiar los procesos reguladores que modulan la masa de la célula alfa pancredtica en

ambos estadios de la diabetes autoinmune experimental.
3- Evaluar la posible presencia de procesos relacionados con la transdiferenciacion celular y su

implicacion en el balance de la masa de la célula alfa pancreatica durante el desarrollo de la

diabetes autoinmune experimental.
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III. MATERIAL Y METODOS

II1.1. Modelo animal e induccion de la destruccion de las células beta pancreaticas.

El modelo murino transgénico de diabetes autoinmune experimental (EAD), RIP-B7.1 (H-
2°) C57BL/6], expresa la molécula co-estimuladora del sistema inmune, B7.1 (CD80) bajo el
control del promotor de insulina de rata (RIP) en las células beta pancreaticas. Gracias a la
expresion de la molécula B7.1 en las células beta pancreaticas se consigue incrementar la
susceptibilidad de las mismas a la destruccion autoinmune [79, 80]. El ataque autoinmune
contra las células beta se induce mediante la vacunacion de los animales con una vacuna de
ADN que contiene un plasmido con el gen de la preproinsulina (Ppins) Il murina (Plasmid

Factory, Alemania).

En la presente tesis se emplearon ratones RIP-B7.1 heterocigotos de primera generacion
(C57BL/6J x RIP-B7.1), machos y hembras. La diabetes autoinmune experimental se indujo
mediante la inyeccion de 50 pg del plasmido de ADN (disuelto en 50 ul de PBS) en ambos
musculos tibiales anteriores cuando los ratones alcanzaron una edad de 4 a 7 semanas [79]. En
el grupo control, se seleccionaron animales del mismo genotipo, edad y sexo que el grupo
experimental, y se les inyectd PBS. Para establecer el inicio de la diabetes, la glucemia se
monitorizd con un glucometro automatico (Accu-Check Compact plus, Roche) cada dos dias
mediante muestras de sangre obtenidas de la vena de la cola en estado de alimentacion. Los
animales se consideraron diabéticos cuando dos medidas de glucemia en dias consecutivos

superaron los 250 mg/dl [79].

Los animales se emplearon una semana tras el inicio de la enfermedad para el estudio de las
adaptaciones de la célula alfa en un estadio temprano de diabetes autoinmune, y cuatro semanas
tras el inicio de la diabetes para el estudio de un estadio avanzado. Todos los estudios fueron
aprobados por el Comité de Etica Animal de la Universidad Miguel Hernandez de Elche de

acuerdo a las regulaciones nacionales.

I11.2. Medidas hormonales en plasma y pancreas.
En ambos estadios de diabetes se realizaron las medidas de glucemia, insulina y glucagon

plasmaticos en estado de alimentacion. La glucemia se midié con un glucometro automatico

(Accu-Check Compact plus, Roche) a partir de muestras sanguineas obtenidas de la vena de la
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cola. Para las medidas hormonales, los animales se anestesiaron con CO; y tras su decapitacion,
la sangre se recolectd en un tubo Microvette (Sarstedt) en presencia de EDTA K2 y aprotinina a
500 KIU/ml (Sigma-Aldrich), para evitar la degradacion del glucagon [98]. La sangre se
centrifugd a 1600 rpm durante 20 minutos a 4°C y posteriormente se separ6 el plasma. Para la
medicion del contenido total de insulina y glucagén pancreédticos, los pancreas fueron
diseccionados e incubados durante toda la noche con 5 ml de etanol acido (75% EtOH, 1,5%
HCI) a -20°C. Tras la incubacion, las muestras se homogeneizaron y fueron reincubadas durante
toda la noche a -20°C. A continuacidn, los extractos pancredticos se centrifugaron a 2000 rpm

durante 15 minutos a 4°C y los sobrenadantes se neutralizaron con Tris 1 M (pH 7.4).

Los niveles de glucagdon e insulina en plasma y en la totalidad del péancreas se midieron
mediante ensayo ELISA (Mercodia, nimero de catidlogo 10-1271-01 y CristalChem, 90080,
respectivamente) siguiendo las instrucciones comerciales. Los resultados del contenido
hormonal pancreatico fueron normalizados por el contenido proteico total del pancreas,

obtenido mediante ensayo Bradford.

I11.3. Preparacion de muestras histologicas.

Para el estudio histologico se emplearon 5 ratones diabéticos en un estadio temprano (una
semana tras el inicio de la hiperglucemia) y 5 ratones diabéticos en un estadio avanzado (cuatro
semanas tras el inicio), con sus respectivos controles no diabéticos de la misma edad y sexo.
Tras la decapitacion de los animales y la extraccion sanguinea detallada en el punto anterior, los
pancreas fueron diseccionados, limpiando la grasa y los ganglios linfaticos. Los tejidos fueron
dispuestos en casetes de histologia y fijados con paraformaldehido al 4% en PBS durante 22
horas a 4°C. Tras la fijacion, los pancreas se transfirieron a PBS y se pesaron antes de proceder
a embeberlos en parafina para la creacion de bloques y su posterior procesamiento. Los
pancreas embebidos se cortaron en un micrétomo modelo RM2245 (Leica, Alemania). Se
realizaron secciones de 5 um de grosor con representacion de toda la superficie del pancreas.
Para todos los estudios detallados a continuacion, se emplearon de dos a tres secciones
pancredticas, separadas un minimo de 200 pm entre si para examinar distintas regiones

representativas del tejido.

54



I11.4. Analisis inmunohistoquimico de la masa y tasa de proliferacion de la célula

alfa pancreatica.

El estudio de la masa de la célula alfa pancreatica y su tasa de proliferacion celular se llevo a
cabo mediante la realizacion de una doble tincion inmunohistoquimica empleando el kit
“EnVision G/2 Doublestain System DAB+/Permanent Red” (DAKO K5361, Agilent
Technologies). Este kit comercial permite la deteccion simultanea de dos antigenos diferentes
de forma visual en la misma muestra mediante dos reacciones distintas basadas en la revelacion

del antigeno con cromogeno.

En primer lugar, los cortes parafinados de péancreas se desparafinaron a 65°C durante media
hora en una estufa, tras lo cual se sumergieron en xileno durante media hora y, posteriormente
se rehidrataron mediante una cadena de etanol a distintas concentraciones decrecientes. A
continuacion, se realizo el desenmascaramiento de los antigenos hirviendo las muestras en
tampoOn citrato (12 mM, pH 6) durante 10 minutos. Tras enfriar las muestras, se incubaron con

suero de albumina bovino (BSA) al 3% en PBS durante 2 horas a temperatura ambiente.

Primera reaccion. Siguiendo las instrucciones del kit comercial, las muestras se incubaron con

un bloqueante de enzimas endégenas proporcionado por el kit, seguido por la incubacion con un
anticuerpo primario contra PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen, Cell Signaling, #2586)
obtenido en ratéon a una concentracion de 1:4000 diluido en 3% BSA [98]. Este anticuerpo
permite visualizar los nticleos en proliferacion. Tras la incubacion a 4°C durante toda la noche,
las muestras se cubrieron con el reactivo Polymer/HRP. Este reactivo es un polimero con
peroxidasa (HRP) conjugada que presenta afinidad para inmunoglobulinas de raton, permitiendo
la visualizacion del PCNA mediante la aplicacion del cromégeno 3,3’-diaminobencidina (DAB)
durante 60 segundos. Mediante este método se consigue teflir de color marron los nucleos

positivos para PCNA.

Segunda reaccién. Tras el revelado con DAB, la primera reaccion se bloquea incubando las

muestras con el reactivo de bloqueo proporcionado por el kit, y seguidamente se incuban con el
segundo anticuerpo primario. Para la visualizacion de células alfa, empleamos un anticuerpo
anti-glucagén producido en conejo (Monosan, PS087) a una concentracion 1:100, diluido en 3%
BSA. La incubacion se llevd a cabo durante toda la noche a 4°C. A continuacion, las muestras
se incubaron con un polimero con anticuerpos secundarios conjugados que presentan
reactividad contra inmunoglobulinas de conejo, seguido por la aplicacion del reactivo
Polymer/AP, que permite la visualizacion de la segunda reaccion al aplicar el cromogeno
Permanent Red durante 20 minutos. Mediante esta segunda reaccion se consigue la

visualizacion del glucagdn en color rosa.
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Finalmente, las muestras fueron tefiidas con hematoxilina para la visualizacion de la totalidad de
los nucleos y los cubres se montaron con medio de montaje Faramount (DAKO, Agilent
Technologies). Las muestras fueron fotografiadas a una magnificacion de 4x para la
cuantificacion del area total pancredtica y a 20x para los islotes de Langerhans y las areas
positivas para glucagon. Para el estudio de la masa de la célula alfa y proliferacion en el estadio
temprano de diabetes, se empled un microscopio Nikon Eclipse TE200 con una camara Kappa
ACCI integrada. Para el estudio del estadio avanzado de diabetes se empled un microscopio
Olympus IX71S8F-2 con una camara de Image Development Systems. Tras la obtencion de las
imagenes, se midio el area total pancreatica y el area positiva para glucagén con el programa de
analisis Metamorph [98, 175]. Por tltimo, la tasa de proliferacion celular de la célula alfa
pancreatica se obtuvo mediante el conteo de células positivas para glucagoén con nucleo positivo

para PCNA relativizado por el niimero total de células alfa.

II1.5. Técnicas de inmunofluorescencia

Los estudios de apoptosis, neogénesis y plasticidad de la célula alfa pancreatica se realizaron
mediante técnicas de inmunofluorescencia, cuyos respectivos protocolos se encuentran
detallados a continuacion. Todas las imagenes se obtuvieron con un microscopio Zeiss
AxioObserver Z1 (Carl Zeiss), equipado con un sistema ApoTome, permitiendo la obtencion de
secciones opticas empleando microscopia de iluminacion estructurada (Structual Illumination
Microscopy, SIM). La tecnologia SIM permite la obtencion de una resolucion similar a un
microscopio confocal [176]. En todos los experimentos detallados a continuacion, se emplearon
secciones pancreaticas de 5 pm de grosor, fotografiadas para su analisis empleando un objetivo
EC Plan-NEOFLUAR 40x. Las secciones Opticas obtenidas con dicho objetivo y el sistema
ApoTome fueron de 0.70 pm. La cuantificacion se realizd de forma manual empleando el

programa de analisis Metamorph.

Apoptosis

La cuantificacion de la tasa de apoptosis de la célula alfa pancreatica se realizd mediante
inmunofluorescencia con el ensayo TUNEL [98, 175]. En primer lugar, los cortes parafinados
de pancreas se desparafinaron a 65°C durante media hora en una estufa, tras lo cual se
sumergieron en Xxileno durante media hora y, posteriormente se rehidrataron mediante una
cadena de etanol a distintas concentraciones decrecientes. A continuacion, se realizo el
desenmascaramiento de los antigenos hirviendo las muestras en tampon citrato (12 mM, pH 6)

durante 20 minutos, seguido del tratamiento con tampoén Tris-HCI (0.1 M, ph 7.5) en presencia
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de 3% BSA y 20% FBS (suero fetal bovino), durante 20 minutos a 37°C. Las muestras se
incubaron con la mezcla del kit TUNEL (Roche Diagnostics, USA) durante 1 hora a 37°C y
posteriormente se incubaron con BSA al 3% en PBS durante 2 horas a temperatura ambiente

para bloquear uniones inespecificas.

La deteccion de células alfa se realizé mediante la incubacion de las muestras con un anticuerpo
anti-glucagén obtenido en conejo (Monosan, PS087) a una concentracion de 1:100 diluido en
3% BSA, a 4°C durante toda la noche. A continuacion, se realizd una incubaciéon durante 2
horas a temperatura ambiente con un anticuerpo secundario anti-conejo producido en cabra
conjugado con fluorocromo Alexa-Fluor 546 (Life Technologies), a una concentracion de 1:500
diluido en 3% BSA y en presencia de 1% de suero de cabra. Finalmente, los ntcleos se
marcaron con Hoechst 33342 (Invitrogen) diluido a 1:1000 en PBS, durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Los cubreobjetos se montaron con el medio de montaje Prolong Gold

Antifade Reagent (Invitrogen).

Neogénesis a partir del epitelio ductal

El analisis de la presencia de neogénesis de célula alfa a partir del epitelio ductal pancreatico se
realiz6 mediante el estudio de la positividad de citoqueratinas en células glucagoén positivas,
empleando un anticuerpo de amplio espectro para la deteccion de estas proteinas, pan-CK (pan-

cytokeratin).

Las secciones de pancreas se desparafinaron a 65°C durante media hora en una estufa, seguido
de su inmersion en xileno durante media hora y posterior rehidratacion mediante una cadena de
etanoles a distintas concentraciones decrecientes. A continuacién, se realizd el
desenmascaramiento de los antigenos hirviendo las muestras en tampon citrato (12 mM, pH 6)
durante 20 minutos y con una incubacion con tripsina (0.5 mg/ml) durante 30 minutos a 37°C
[177]. Posteriormente se incubaron con BSA al 3% en PBS durante 2 horas a temperatura

ambiente para bloquear uniones inespecificas.

La deteccion de células alfa se realizd mediante la incubacion de las muestras con un anticuerpo
anti-glucagéon de conejo (Monosan, PS087) a una concentracion de 1:100 diluido en 3% BSA, a
4°C durante toda la noche. A continuacidn, se realizd una incubacion durante 2 horas a
temperatura ambiente con un anticuerpo secundario anti-conejo de cabra conjugado con
fluorocromo Alexa-Fluor 546 (Life Technologies), a una concentracion de 1:500 diluido en 3%
BSA y en presencia de 1% de suero de cabra. A continuacion, se realizé un segundo bloqueo

con BSA al 3% antes de incubar las muestras con el segundo anticuerpo primario, pan-CK de
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raton (Santa Cruz Biotechnology, sc-8018) a una concentracion de 1:300 diluido en 3% BSA, a
4°C durante toda la noche. Para la deteccion de la pan-CK mediante fluorescencia, se incubaron
las muestras durante 2 horas a temperatura ambiente con un anticuerpo secundario anti-raton de
cabra conjugado con fluorocromo Alexa-Fluor 488 (Life Technologies), a una concentracion de
1:500 diluido en 3% BSA y en presencia de 1% de suero de cabra. Finalmente, los nucleos se
marcaron con Hoechst 33342 (Invitrogen) diluido a 1:1000 en PBS, durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Los cubreobjetos se montaron con el medio de montaje Prolong Gold

Antifade Reagent (Invitrogen).

Analisis de potenciales eventos de transdiferenciacion de la célula alfa pancreatica

El estudio de la plasticidad de la célula alfa pancreatica se realiz0 mediante dos
enfoques. En primer lugar, se evalu6 la presencia de células bi-hormonales que expresan tanto
insulina como glucagén, como marcador de transdiferenciacion celular [87, 101, 178, 179]. A
continuacion cuantificamos la presencia de células glucagoén positivas que expresan el factor de
transcripcion PDX1, especifico de células beta pancreaticas, como indicador de cambios en la

identidad de las células alfa pancreaticas [87, 101, 180].

Los cortes histologicos de pancreas se desparafinaron a 65°C durante media hora en una estufa,
seguido de su sumersion en xileno durante media hora y posterior rehidratacion mediante una
cadena de etanoles a distintas concentraciones decrecientes. A continuacidn, se realizo el
desenmascaramiento de los antigenos hirviendo las muestras en tampon citrato (12 mM, pH 6)
durante 20 minutos, seguido de una incubacion con BSA al 3% en PBS durante 2 horas a
temperatura ambiente. Para la deteccion de células alfa, las secciones se incubaron con un
anticuerpo anti-glucagén de raton (Sigma, C2654) a una concentracion de 1:100 diluido en 3%
BSA, a 4°C durante toda la noche. A continuacion, se realizé una incubacion durante 2 horas a
temperatura ambiente con un anticuerpo secundario anti-raton de cabra conjugado con
fluorocromo Alexa-Fluor 546 (Life Technologies), a una concentraciéon de 1:500 diluido en 3%
BSA y en presencia de 1% de suero de cabra. A continuacion, se realizé un segundo bloqueo
con BSA al 3% antes de incubar las muestras con el segundo anticuerpo primario, anti-insulina
de conejo (Santa Cruz Biotechnology, C1212) a una concentracion de 1:100 en 3% BSA, a 4°C
durante toda la noche. Su deteccidn se realiz6 con un anticuerpo secundario anti-conejo de cabra
conjugado con fluorocromo Alexa-Fluor 488 (Life Technologies), a una concentracion de 1:500
diluido en 3% BSA y en presencia de 1% de suero de cabra. Por tltimo, los nucleos se marcaron

con Hoechst 33342 (Invitrogen) diluido a 1:1000 en PBS, durante 10 minutos a temperatura
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ambiente. Los cubreobjetos se montaron con el medio de montaje Prolong Gold Antifade

Reagent (Invitrogen).

Para el anélisis de expresion de PDX1 en células alfa mediante immunofluorescencia se empled
el protocolo detallado arriba con los siguientes anticuerpos primarios y secundarios: anti-
glucagdon de conejo (Monosan PS087, 1:100), anti-PDX1 de cobaya (Abcam, ab47308, 1:200),
anti-conejo de cabra conjugado con fluorocromo Alexa-Fluor 546 (Life Technologies, 1:500) y

anti-cobaya de cabra conjugado con fluorocromo Alexa-Fluor 488 (Life Technologies, 1:500).

I1L.6. Grado de insulitis y glucagén

El estudio de la correlacion entre el grado de insulitis (infiltracion linfocitaria del islote) y el
grado de glucagon que presentan los islotes de Langerhans de los ratones diabéticos, se realizo
mediante la clasificacion de los islotes segin el porcentaje de insulitis y glucagén que
conforman el area del islote [179, 181]. Las células del sistema inmune presentes en los islotes
de Langerhans se detectaron mediante la tincion de hematoxilina realizada en las muestras
empleadas para el estudio de la masa y proliferacion de la célula alfa pancreatica. Las células
del infiltrado linfocitario presentan un caracteristico nucleo denso y un pequefio tamafio que

permite su visualizacion con dicha tincion [45, 181].
Los grados de insulitis / glucagdn se distribuyeron segun los siguientes porcentajes:

- Grado 0: islotes sin presencia de insulitis o marcaje para el glucagon.

- Grado 1: menos del 10% del islote esta ocupado por insulitis o marcado para el
glucagon.

- Grado 2: entre el 10% y el 55% del islote estd ocupado por insulitis o0 marcado para el
glucagon.

- Grado 3: entre el 55% y el 75% del islote estd ocupado por insulitis o0 marcado para el
glucagon.

- Grado 4: més del 75% del islote esta ocupado por insulitis 0 marcado para el glucagédn.

Se evaluaron todos los islotes de los cortes histologicos empleados. La medida del area del
islote formada por insulitis y glucagon se realiz6 de forma manual mediante el programa
Metamorph. A continuacion, se asign6 un grado de insulitis y un grado de glucagén para cada
islote analizado y se realizd un analisis de correlacion entre ambos factores con el programa

GraphPad Software v5.
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I11.7. Representacion y analisis estadistico de los datos.

El analisis estadistico de los datos se realizo con el programa GraphPad Software v5. Tras
comprobar la normalidad de los datos, se realizo una prueba t de student o el test no paramétrico
Mann-Whitney, cuando las variables no se distribuyeron de acuerdo a la normalidad. En los
casos requeridos se aplico el test 2 way ANOVA con correccion de Bonferroni. En cada grafica,
el valor correspondiente a cada animal empleado se encuentra representado por un punto. Los
datos se representan en todos los casos como la media + el error estdndar (SEM) y la

significancia estadistica se establecio al obtener un valor p<0.05.
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IV. RESULTADOS
IV.1. Desarrollo de la diabetes autoinmune experimental (EAD).

Durante el desarrollo de la diabetes autoinmune experimental en los animales RIP-B7.1, la
poblacion beta pancreatica es destruida por un ataque autoinmune especifico contra este tipo
celular [79, 80], generando una respuesta inflamatoria en los islotes de Langerhans. El resultado
sintomatologico mas caracteristico de la destruccion de la poblacion beta pancredtica es la
aparicion de hiperglucemia. En este modelo de EAD, la aparicion de la hiperglucemia se emplea
como elemento determinante para establecer el inicio de la diabetes [79, 80]. En la figura 7 se
puede observar la evolucion de la glucemia en animales diabéticos desde la administracion de la
vacuna de ADN (tiempo 0). Aproximadamente 35 dias desde la vacunacion, los animales
desarrollaron hiperglucemia y el debut de la diabetes se establecié con dos medidas de glucemia

en dias consecutivos superiores a 250 mg/dL.

600 - e -o-Contro'l
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Tiempo desde la inmunizacion (dias)

Figura 7. Cambios en la glucemia tras la inmunizacién con la vacuna de ADN en ratones RIP.B7.1. Representacion de
los valores de glucemia en un grupo de animales (n=5) que desarrollaron diabetes en el mismo rango temporal tras la
administracion en el dia 0 de la vacuna de ADN que contiene el plasmido de la preproinsulina. Significancia estadistica:
*, p<0.05; *** p<0.001.

Durante el desarrollo de la presente tesis, los animales se emplearon una semana tras el
establecimiento de la diabetes para el estudio de un estadio temprano de EAD, y cuatro semanas
después del debut para estudiar un estadio avanzado de la diabetes. En ambos estadios pudimos
observar un infiltrado linfocitario en los islotes de Langerhans de los ratones diabéticos, asi
como una disminuciéon del nimero de células beta pancredticas detectadas mediante
inmunofluorescencia (Fig. 8), indicando la efectividad de la vacuna de ADN y la ablacion de

esta poblacion.
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Figura 8. Ablacién de la poblacion beta pancredtica en el ratén RIP-B7.1. Numero de células beta por seccion
pancredtica una semana (a) y cuatro semanas (b) tras el debut de la diabetes. N= 5 ratones/condicién, 2 secciones
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pancredticas. (¢) Imagenes representativas de islotes de Langerhans de ratones control y diabéticos obtenidas mediante
inmunofluorescencia. Islotes representativos de dos animales diabéticos diferentes en ambos estadios de EAD con sus
controles correspondientes. En las imdgenes se pueden observar células positivas para insulina (verde), glucagén
(rojo) y nucleos (azul). En los animales diabéticos se observa una acumulacion de niicleos densos pequefios infiltrando
el islote, indicando la existencia de insulitis. Significancia estadistica: **, p<0.01.

IV.2. Caracterizacion del modelo de EAD en un estadio temprano de diabetes

La caracterizacion del modelo de EAD en un estadio temprano de diabetes se realizd una
semana tras el debut de la enfermedad. En este estadio, los animales diabéticos presentaron una
disminucién del peso corporal (Fig. 9a). El promedio de los valores de peso corporal fue de
22.85 + 0.91 g para los controles y 20.46 = 0.69 g en los animales diabéticos. En estado
alimentado, los animales diabéticos presentaron hiperglucemia (grupo control: 188.7 + 8.09
mg/dl, grupo diabético: 556.4 + 20.89 mg/dl) y una marcada disminucion en los niveles de
insulina plasmatica (grupo control: 3.53 + 0.76 ng/ml, grupo diabético: 1.60 £+ 0.35 ng/ml) en
comparacion con los animales control (Fig. 9 b, ¢). El estudio del contenido total pancreatico de

insulina mediante extracciéon con etanol acido reveld una disminucion significativa del
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contenido de insulina total del pancreas de los animales diabéticos (0.082 &+ 0.01 pg insulina/pg
proteina total) en comparacion con sus respectivos controles (1.82 £ 0.20 pg insulina/pg
proteina total) tras su relativizacion por el contenido total de proteina pancreatica (Fig. 9¢). Esta
disminucioén del contenido de insulina apoya la destruccion de las células beta pancreaticas en
los animales diabéticos observada con la disminucion del numero de células beta pancredticas
en este estadio (Fig. 8a). Ademas, una semana tras el inicio sintomatologico de la diabetes, los
ratones mostraron un aumento significativo de los niveles de glucagon plasmatico en estado
alimentado (grupo control: 4.03 + 0.83 pmol/L, grupo diabético: 11.34 + 1.84 pmol/L) (Fig.
9d). En cambio, el contenido total de glucagon pancreatico (Fig. 9f) de los animales diabéticos
(45.03 £ 7.43 pmol/pg proteina total) no presentd cambios significativos respecto a los controles
(30.65 + 9.92 pmol/ug proteina total), apoyando la ausencia de cambios globales significativos
en la masa de la célula alfa pancreética, como se detallard a continuacion. Esta caracterizacion
fenotipica del raton RIP-B7.1 diabético refleja las caracteristicas de la diabetes autoinmune

humana: hiperglucemia, hipoinsulinemia e hiperglucagonemia [142, 182].
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Figura 9. Glucemia y niveles hormonales en el raton RIP-B7.1 una semana tras el debut de la diabetes autoinmune
experimental. (a) Peso corporal (n=13 por grupo). (b) Glucemia (n=13 por grupo). (¢) Insulina plasmatica (n=10 por
grupo). (d) Glucagoén plasmatico (n=7 por grupo). (e) Contenido pancreatico de insulina (n=5 controles, 4 diabéticos) y
() glucagon (n=5 por grupo), ambos normalizados por el contenido proteico total del pancreas. Las medidas de
glucemia y hormonales se realizaron en estado alimentado. Significancia estadistica: *, p<0.05; **, p<0.01; ***,
p<0.001.
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IV.3. Estudio de la dinamica de la masa de la célula alfa pancreatica en un estadio

temprano de diabetes.

El estudio de la dinamica de la masa de la célula alfa en un estadio temprano de EAD se
realizd en cortes de tejido pancreatico embebido en parafina, empleando cinco animales
diabéticos, una semana tras el debut, y sus respectivos controles de la misma edad y sexo. En
estas muestras, los islotes de los animales con diabetes temprana mostraron diferentes grados de
insulitis o infiltracion linfocitaria de los islotes, mientras que no se observo infiltracion en los
islotes de los animales control (Fig. 10a, b). La clasificacion de los islotes de los ratones
diabéticos de acuerdo al porcentaje de los mismos ocupado por un area marcada con anticuerpos
contra el glucagdn e insulitis (Fig. 10 ¢), indicoé una correlacion negativa no significativa entre
estos parametros (R de Pearson = -0.7839, p = 0.11) que podria sefialar hacia una disminucion
de la tincion para glucagon en aquellos islotes que presentan mayor severidad en el grado de

insulitis.
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Figura 10. Grados de insulitis y glucagén en los islotes de Langerhans de ratones control y diabéticos una semana
tras el debut. (a) Imagenes representativas de islotes de Langerhans de un raton control y ratones con diabetes
temprana. Las imagenes ilustran distintos grados de insulitis, donde se pueden observar células glucagdn positivas
(rosa) y los nicleos tefiidos con hematoxilina. Escala: 50 um. (b) Grado de insulitis en los islotes de ratones con
diabetes temprana y sus respectivos controles (n=288 islotes de 5 ratones control; n=255 islotes de 5 ratones
diabéticos). (C) Tendencia a la correlacion negativa entre el porcentaje del islote compuesto por glucagon (grado de
glucagon) y por insulitis (grado de insulitis) en ratones con diabetes temprana (R de Pearson=-0.7839, p=0.11).
Grado 0: 0%; grado 1<10%; 10%<grado2>55%; 55%<grado 3> 75%; grado 4> 75% (% del area total del islote).
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Ambos grupos mostraron un peso similar del pancreas relativizado por el peso corporal
(Fig. 11a). El promedio del peso de los pancreas sin relativizar fue de 279.3 + 18.86 mg en los
controles y de 283.9 + 13.96 mg en los diabéticos (p=0.85). Para comprobar el efecto del
cambio del peso corporal observado en los animales diabéticos (Fig. 11a) en el peso
pancreatico, éste se relativizo por el peso corporal, obteniendo valores similares entre ambos
grupos (control: 1.31 £ 0.044 %, diabético: 1.43 + 0.07 %). Los ratones con un estadio temprano
de diabetes no presentaron cambios en el area de la célula alfa respecto a la superficie total
pancreatica (control: 0.052 £ 0.01 %, diabético: 0.047 + 0.01 %) (Fig. 11b), ni en la masa de
célula alfa relativizada por el peso pancreético (control: 0.15 £ 0.05 mg, diabético: 0.13 + 0.03
mg) (Fig. 11¢). Ambos resultados presentan consistencia con el mantenimiento del contenido
total pancreatico de glucagon observado en este estadio de diabetes (Fig. 9f). A pesar de que no
se encontraron diferencias significativas en la masa de célula alfa (p=0.83), el niimero relativo
de este tipo celular presentd una reduccion no significativa del 33% en los animales diabéticos
(p=0.29) (Fig. 11e), que podria haber sido compensada por un aumento del tamafio de la célula
alfa o hipertrofia en los animales diabéticos (84.94 + 6.34 um?) en comparacién con los
controles (63.59 + 2.52 um?®) (Fig. 11d), dando lugar a valores normales de area y masa de la
célula alfa pancreatica (Fig. 11b, ¢). Por lo tanto, una semana tras el debut de la diabetes
encontramos un mantenimiento de la masa de célula alfa en los animales diabéticos en

comparacion con sus controles.
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Figura 11. Estudio de la masa de la célula alfa pancreética una semana tras el debut de la diabetes. (A) Peso del
péncreas relativizado por el peso corporal (p.c.). (B) Area de la célula alfa expresada como porcentaje del area
glucagodn positiva del pancreas respecto al area total del mismo. (C) Masa de la célula alfa relativizada por el peso
del pancreas. (D) Tamailo de la célula alfa. (E) Ntmero relativo de células alfa respecto al area pancreética. N =5
ratones por condicion. 2 secciones pancreaticas por animal. Significancia estadistica: *, p<0.05.
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A continuacion, para estudiar si en el mantenimiento de masa de la célula alfa en la
diabetes temprana del raton RIP-B7.1 han participado otros factores ademas de la hipertrofia,
estudiamos las tasas de proliferacion y apoptosis de este tipo celular. El estudio de la tasa de
proliferacion asociada al numero de células alfa positivas para el marcador de proliferacion
PCNA revel6 una tasa de proliferacion en los ratones control del 0.74 + 0.10 %, mientras que la
de los diabéticos aument6 a un 3.77 = 0.27%. Por lo que los ratones con diabetes temprana
presentan un incremento significativo en el nimero de células alfa en proliferacion (Fig. 12a, c).
En cambio, la tasa de apoptosis de la célula alfa pancreatica analizada mediante el ensayo
TUNEL no presentd cambios significativos (p=1.0) entre el grupo control (0.06 = 0.02 %) y
diabético (0.08 + 0.05%) (Fig. 12b, d).
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Figura 12. Cuantificacion de las tasas de proliferacion y apoptosis de la célula alfa pancreatica en la diabetes
temprana. (a) Tasa de proliferacion calculada como porcentaje de células alfa positivas para PCNA respecto al
numero total de células alfa. (b) Tasa de apoptosis calculada como porcentaje de células doble positivas para TUNEL
y glucagén respecto al numero total de células alfa. (¢) Imdagenes representativas mostrando células alfa en
proliferacion. Los paneles de la izquierda muestran aumentos de las areas enmarcadas en la imagen principal (escala:
50 pm). Las flechas indican células alfa (rosa) positivas para PCNA (marrén). (d) Imagenes representativas en las
que se observan células alfa apoptdticas en ratones diabéticos y control. Los paneles de la izquierda muestran
aumentos de las areas enmarcadas (escala: 20 um). Las flechas blancas indican células alfa (rojo) positivas para el
marcador de apoptosis TUNEL (verde). Los nticleos se muestran en azul. N=5 ratones por condicion. Significancia
estadistica: *, p<0.05; *** p<0.001.
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El siguiente paso en la investigacion de la dinamica de la masa de la célula alfa fue el
estudio de la presencia de neogénesis celular a partir de precursores no endocrinos como el
epitelio ductal pancreatico. Este proceso de neogenesis contribuye de forma positiva en la
modulacion de la masa de las células endocrinas del pancreas durante la embriogénesis del raton
y en modelos murinos de dafio pancreatico [86, 183]. De forma cualitativa, durante el estudio de
la masa de la célula alfa en los ratones diabéticos observamos células glucagoén positivas cerca
de los ductos pancreaticos o pertenecientes a su epitelio (Fig. 13), que podrian indicar un

proceso de neogénesis de células alfa a partir de los ductos.
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Figura 13. Presencia de células alfa en el epitelio ductal pancreatico. Imagenes representativas en la que se puede
observar la presencia de células positivas para glucagoén (rosa) cerca o dentro del epitelio ductal pancredtico en
muestras de dos ratones diferentes con diabetes temprana y un control. El lumen del epitelio ductal esta indicando con
un asterisco (*). Escala: 50 pm.

Con el fin de corroborar esta hipotesis, marcamos mediante inmunofluorescencia el epitelio
ductal pancredtico empleando un anticuerpo contra citoqueratinas de amplio espectro, pan-CK.
De esta forma, conseguimos detectar especificamente las células del epitelio ductal. En este
estudio, se detectaron de forma simultanea las células positivas para el marcador ductal y las
células positivas para glucagéon. Mediante este experimento observamos un aumento en el
porcentaje de células doble positivas para ambos marcadores en el pancreas de los animales
diabéticos (4.48 + 2.03 %) en comparacion con los animales control, en los que el nimero de
estas células doble positivas fue casi inexistente (0.03 £ 0.02 %) (Fig. 14). Estos resultados

sugieren un proceso de neogénesis de células alfa a partir del epitelio ductal pancreatico.
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Figura 14. Cuantificacion de células alfa procedentes del epitelio ductal pancreatico en la diabetes temprana. (a)
Porcentaje de células doble positivas para glucagon y el marcador del epitelio ductal pan-CK respecto al niimero total
de células alfa en el pancreas de animales diabéticos una semana tras el debut de la enfermedad. En las imagenes
representativas se pueden observar células doble positivas para glucagon (rojo) y pan-CK (verde) en un ratdn control
(b) y diabético (c¢). Los nucleos totales estan marcados en azul. Los paneles de la derecha de cada imagen
representativa muestran aumentadas las zonas enmarcadas de la imagen principal. Las flechas blancas sefialan las
células doble positivas. Escala: 20 pm. N=5 animales por condicion. Significancia estadistica: *, p<0.05.

Por tanto, una semana tras el inicio de la diabetes autoinmune experimental, observamos
un mantenimiento de la masa de la célula alfa pancreatica. Sin embargo, los contribuidores
positivos de la masa, como el tamafio celular, la proliferacion y la neogénesis, se encuentran
aumentados, sugiriendo la presencia de otros procesos que modulan la masa de la célula alfa

pancreatica en la EAD, como se detallara a lo largo de la exposicion de los resultados obtenidos.
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IV.4. Caracterizacion del modelo de EAD en un estadio avanzado de diabetes.

En el estadio temprano de diabetes, las células alfa fueron expuestas durante una semana a
un estado de hiperglucemia sostenida y al inicio del colapso homeostatico producido por la
ablacion de la poblacion de células beta. Para analizar la masa de la célula alfa y su modulacion
en condiciones mas establecidas de esta patologia metabolica y valorar sus adaptaciones en un

estadio avanzado, empleamos animales cuatro semanas tras el debut de la diabetes.

Los animales diabéticos presentaron una disminucion del peso corporal (controles: 24.13 +
0.81 g, diabéticos: 18.54 + 1.06 g) (Fig. 15a). De forma similar a la situacion descrita para los
animales con diabetes temprana, los animales con diabetes avanzada exhibieron una
hiperglucemia muy marcada (controles: 181.2 + 5.89 mg/dl, diabéticos: 572.13 + 15.02 mg/dl)
(Fig. 15b), acompafiada por una disminucion drastica de la insulina plasmatica (controles: 0.72
+ 0.11 ng/ml, diabéticos: 0.07 £+ 0.02 ng/ml) (Fig. 15¢) en estado alimentado. Los niveles de
glucagdén en plasma continuaron aumentados en este estadio. Los animales diabéticos
presentaron un valor de glucagonemia de 12.01 + 1.56 pmol/L, frente a los 7.23 + 1.15 pmol/L
de los controles, indicando que la hiperglucagonemia en estado postpandrial se mantiene con el
transcurso de la enfermedad (Fig. 15d). El contenido total de insulina del pancreas fue casi
indetectable en los animales diabéticos (0.002 + 0.0003 pg/ug proteina total). A diferencia de
los ratones con diabetes temprana, el contenido total de glucagén pancreatico mostré una
reduccion significativa del 53% en los animales con diabetes avanzada respecto a los animales

control (Fig. 15f), indicando cambios globales en la masa de la célula alfa pancreatica.
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Figura 15. Glucemia y niveles hormonales en el raton RIP-B7.1 cuatro semanas tras el debut de la diabetes
autoinmune experimental. (a) Peso corporal (n=16 controles, 13 diabéticos). (b) Glucemia en estado alimentado
(n=16 controles, 13 diabéticos). (¢) Insulina plasmatica (n=10 por grupo). (d) Glucagén plasmético (n=10 por grupo).
(e) Contenido pancreatico total de insulina (n=5) y (f) glucagén (n=6 por grupo), ambos normalizados por el
contenido proteico total del pancreas. Significancia estadistica: *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001.

IV.5. Estudio de la dinamica de la masa de la célula alfa pancreatica en un estadio

avanzado de diabetes.

Para realizar el analisis de la dindmica de la masa de la célula alfa en la diabetes avanzada,
seguimos la misma linea de estudio empleada en animales con diabetes temprana. Los pancreas
de animales con cuatro semanas de diabetes continuaron mostrando infiltracion en los islotes de
Langerhans, con una mayor severidad de insulitis que en el estadio temprano, al observar un
mayor porcentaje de islotes con insulitis de grado 4 (diabetes temprana: 35.68%, diabetes
avanzada: 44.26%) (Fig. 16a, b). En los ratones controles no se observaron islotes con insulitis
(Fig. 16a, b). En este estadio de diabetes, encontramos una correlacion negativa significativa
entre el grado de insulitis y el porcentaje del area del islote formado por células positivas para
glucagon (Fig. 16¢). Estos datos sugieren que, en la diabetes avanzada, una mayor infiltracion

del islote conlleva una menor poblacion de células alfa en el mismo.
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Figura 16. Grados de insulitis y glucagon en islotes de Langerhans de ratones control y con diabetes avanzada. (a)
Imagenes representativas de islotes de Langerhans de un raton control y ratones con diabetes avanzada. Las imagenes
ilustran distintos grados de insulitis, donde se pueden observar células glucagon positivas (rosa) y los ntcleos tefiidos
con hematoxilina. Escala: 50 um. (b) Grado de insulitis de ratones con diabetes avanzada y sus respectivos controles
(n=352 islotes de 5 ratones control; n=234 islotes de 5 ratones diabéticos). (¢) Correlacion negativa entre el
porcentaje del islote compuesto por glucagon (grado de glucagon) y por insulitis (grado de insulitis) en ratones con
diabetes temprana (R de Pearson=-0.9745, p<0.01).

El peso del pancreas de los ratones control fue 338.6 £ 13.40 mg, mientras que en los
diabéticos se vio reducido a 264.9 + 11.48 mg (p=0.003). Como el peso de los animales
diabéticos fue menor que los controles (Fig. 15a), el peso del pancreas se relativizé por el peso
corporal. De esta forma se observé que el peso del pancreas respecto al peso corporal se
encuentra mantenido en los ratones cuatro semanas tras el debut de la diabetes (1.32 + 0.03%)
en comparacion con los controles (1.37 + 0.01%) (Fig. 17a). En contraste con el mantenimiento
de la masa de la célula alfa pancreatica una semana tras el debut de la diabetes, el area y la masa
de célula alfa disminuyeron un 46% y un 35% respecto al valor obtenido en los controles,
cuatro semanas tras el debut (Fig. 17b, c¢). El numero relativo de células alfa sufrié una
reduccion del 42% en los animales diabéticos respecto a los controles (Fig. 17e). Estos
resultados estdn en consonancia con la disminucion en el contenido total pancredtico de
glucagén observado en los animales diabéticos (Fig. 15f). No obstante, la hipertrofia de este

tipo celular se mantiene durante este estadio de diabetes (Fig. 17d).
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Figura 17. Estudio de la masa de la célula alfa pancreatica cuatro semanas tras el debut de la diabetes. (a) Peso del
péancreas relativizado por el peso corporal (p.c.). (b) Area de la célula alfa expresada como porcentaje del area
glucagoén positiva del pancreas respecto al area total del mismo. (¢) Masa de la célula alfa relativizada por el peso del
pancreas. (d) Tamario de la célula alfa. (e) Numero relativo de células alfa respecto al area pancreatica. N =5 ratones
por condicion. Significancia estadistica: *, p<0.05; **, p<0.01; *** p<0.001.

Al igual que en los ratones con diabetes temprana, el estudio de la tasa de proliferacion
mediante el marcador PCNA, revelé un aumento en este parametro cuatro semanas tras el debut
de la enfermedad (control: 0.2045 + 0.05 %, diabético: 0.86 = 0.33 %) (Fig. 18a, ¢). Sin
embargo, a pesar de observar numerosos nucleos positivos de células no alfa para TUNEL en

los islotes de los animales diabéticos, no encontramos células alfa apoptoticas en este estadio de

diabetes (Fig 18b, d).
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Figura 18. Cuantificacion de las tasas de proliferacion y apoptosis en la diabetes avanzada. (a) Tasa de proliferacion
calculada como porcentaje de células alfa positivas para PCNA respecto al numero total de células alfa. (b) Tasa de
apoptosis calculada como porcentaje de células doble positivas para TUNEL y glucagdn respecto al niumero total de
células alfa. No se encontraron células alfa positivas para TUNEL en las muestras de ratones con cuatro semanas de
diabetes. (¢) Imagenes representativas mostrando células alfa en proliferacion. Los paneles de la izquierda muestran
aumentos de las dreas enmarcadas en la imagen principal (escala: 50 um). Las flechas indican células alfa (rosa)
positivas para PCNA (marron). (d) Imagenes representativas de la inmunofluorescencia para TUNEL en pancreas de
ratones control y con diabetes avanzada. Los paneles de la izquierda muestran aumentos de las areas enmarcadas
(escala: 20 pm). Las flechas blancas indican células alfa (rojo) positivas para el marcador de apoptosis TUNEL
(verde) en la muestra control, y células no alfa apoptoticas en la muestra del raton diabético. Los nucleos totales se
muestran en azul. N=5 ratones por condicion. Significancia estadistica: **, p<0.01.

El siguiente paso en la investigacion de la modulacion de la masa de la célula alfa fue la
valoracion de la existencia de procesos de neogénesis a partir del epitelio ductal. Durante la
realizacion de los experimentos anteriores, continuamos observando en las muestras de los
animales diabéticos la presencia de células positivas para glucagon proximas o pertenecientes al

epitelio de los ductos pancreaticos (Fig. 19).
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Figura 19. Presencia de células glucagén positivas asociadas al epitelio ductal en el pancreas de ratones con diabetes
avanzada. Imagenes representativas en la que se puede observar la presencia de células positivas para glucagén (rosa)

75



cerca o dentro del epitelio ductal pancreatico en muestras de dos ratones diferentes con diabetes avanzada y un
control. El lumen del epitelio ductal estd indicando con un asterisco (¥). Escala: 50 pm.

Para corroborar esta hipotesis, realizamos un estudio de co-localizacion de los marcadores pan-
CK y glucagon. Al igual que en la diabetes temprana, este analisis reveld un aumento de las
células glucagon positivas procedentes del epitelio ductal en los animales diabéticos (9.77 +
3.01 %) en comparacion con los controles (0.29 + 0.08%) (Fig. 20), indicando la posibilidad de

que el proceso de neogénesis de las células alfa contintia cuatro semanas tras el debut de la

diabetes.
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Figura 20. Cuantificacion de células alfa procedentes del epitelio ductal pancredtico en la diabetes
avanzada. (a) Porcentaje de células doble positivas para glucagon y el marcador del epitelio ductal
pan-CK respecto al nimero total de células alfa. Imagenes representativas de células doble positivas
que expresan glucagon (rojo) y pan-CK (verde) en muestras de ratones control (b) y diabético (c).
Los nucleos totales estan marcados en azul. Los paneles de la izquierda y derecha muestran aumentos
de las areas enmarcadas. Las flechas blancas indican células doble positivas. Escala: 20 pm. N=5
ratones por condicion. Significancia estadistica: **, p<0.01.

En resumen, el estudio de la modulacién de la masa de la célula alfa pancreatica en la EAD
presenta resultados a priori paradojicos. Los procesos que modulan de forma positiva el balance
de la masa estan aumentados en ambos estadios estudiados sin que exista un aumento en la
masa de la célula alfa o un aumento de los eventos de apoptosis de este tipo celular. Este

desbalance podria indicar la presencia de otro mecanismo capaz de modular la masa de la célula
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alfa en la EAD. El modelo RIP-B7.1 presenta una ablacion de la poblacion beta pancreatica
mediante un ataque autoinmune diabetogénico. Ha sido descrito en modelos de ablacion de este
tipo celular que las células alfa son capaces de transdiferenciarse a células beta [87, 101, 178].
Esta transformacion podria tener un papel en la modulacion de la masa de la célula alfa y podria
explicar en parte su mantenimiento y reduccion con el avance de la enfermedad. Por ello, se
realizaron los experimentos detallados a continuacion para evaluar la posibilidad de la

existencia de este proceso en la EAD.

IV.6. Presencia de mecanismos de transdiferenciacion celular en los ratones

diabéticos durante el desarrollo natural de EAD.

El ultimo paso en el estudio de la modulacion de la masa de la célula alfa fue la evaluacion de la
existencia de procesos de transdiferenciacion celular durante la diabetes autoinmune
experimental. Para ello, comenzamos analizando la presencia de células que expresan tanto
insulina como glucagéon. La presencia de este tipo celular bi-hormonal podria indicar un
mecanismo de transdiferenciacion de célula alfa a célula beta, en el que las células bi-
homonales que expresan insulina y glucagén actuarian como intermediario, como ha sido
descrito con anterioridad en ratones tras la ablacion de la poblacion beta pancredtica [87, 101,
180]. El analisis de la presencia de células positivas tanto para insulina como para glucagon,
revel6 un aumento significativo de estas células bi-hormonales en ratones con diabetes temprana
(0.88 = 0.24 %) y avanzada (1.58 = 0.37 %) en comparacién con sus respectivos controles (0.24

+0.02% y 0.09 £ 0.01 %), respecto al nimero total de células alfa pancreaticas (Fig. 21).
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Figura 21. Aumento de la presencia de células bi-hormonales que expresan insulina y glucagén en el pancreas de
ratones con diabetes temprana y avanzada. Porcentaje de células bi-hormonales positivas para glucagén e insulina
respecto al total de células alfa en el pancreas de ratones control y diabéticos una semana (a) y cuatro semanas (b)
tras el debut de la diabetes. (¢) Imagenes representativas en las que se muestran células doble positivas para insulina
(verde) y glucagon (rojo) en ratones control y diabéticos en ambos estadios estudiados. Los nucleos estdn marcados
en color azul. Los paneles de la derecha son aumentos de las 4reas enmarcadas en los que las flechas sefialan las
células bi-hormonales. Escala: 20 pm. N=5 ratones por grupo. Significancia estadistica: *, p<0.05; **. P<0.01.

Con el fin de aumentar las evidencias respecto a este hallazgo, evaluamos la presencia de
células doble positivas para glucagbén y para PDXI1, un factor de transcripcion que se expresa
especificamente en células inmaduras postnatales y en células beta pancreaticas maduras [88].
La expresion de PDX1 en células alfa estd asociada a procesos de transdiferenciacion celular
[62, 87, 180, 184] . El andlisis del porcentaje de células positivas para glucagon y PDXI1
respecto al nimero total de células alfa confirm6 un incremento en ambos estadios de la
diabetes autoinmune experimental (diabetes temprana: 7.64 £+ 0.38 %, diabetes avanzada: 6.98 +
1.41 %), en comparacion con sus controles (2.27 + 0.14 % y 0.83 + 0.11 %, respectivamente)

(Fig. 22).
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Figura 22. Aumento de células positivas para glucagoén que expresan PDX1 en el pancreas de ratones RIP-B7.1 con
diabetes temprana y avanzada. Porcentaje de células doble positivas para glucagon y PDX1 respecto al numero total
de células positivas para glucagén en ratones control y diabéticos una semana (a) y cuatro semanas (b) desde el debut
de la enfermedad. (c¢) Imagenes representativas en las que se observan células doble positivas para glucagon (rojo) y
PDX1 (verde) en animales control y diabéticos. Los niicleos estan marcados en azul. Los paneles de la izquierda
muestran aumentos de las areas enmarcadas. Las flechas indican la presencia de células doble positivas. Escala: 20

um. N=5 animales por grupo. Significancia estadistica: **, p<0.01; *** p<0.001
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El aumento de células bi-hormonales con expresion conjunta de insulina y glucagon, asi como
de la expresion PDX1 en células glucagén positivas durante el transcurso de EAD indica la
posibilidad de la existencia de un proceso de transdiferenciacion de células alfa, cuya
implicacién en la modulacién de la masa de este tipo celular se debatira en la discusion de la

presente tesis.
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V. DISCUSION

De forma clasica, la investigacion en diabetes tipo I o autoinmune se ha centrado
principalmente en la fisiopatologia de la célula beta pancredtica y en el estudio del ataque
autoinmune diabetogénico contra este tipo celular [185]. No obstante, otro tipo celular del islote
de Langerhans, la célula alfa pancreatica, también tiene un papel fundamental en la diabetes tipo
1 [182, 186]. A pesar de que las células alfa no son la diana del ataque autoinmune que tiene
lugar, este tipo celular sufre alteraciones funcionales y morfoldgicas durante esta patologia [162,
182, 187-191]. Ademas, estudios recientes en modelos murinos de ablacion de la poblacion beta
pancredtica, evidencian que las células alfa constituyen una fuente potencial para la
regeneracion de células beta [87]. Esta caracteristica de la célula alfa tiene un importante
impacto en el estudio de estrategias terapéuticas para la diabetes tipo I enfocadas a la
regeneracion de la poblacion beta pancreatica. Sin embargo, existe poca informacion acerca de
los procesos que regulan la masa de la célula alfa pancreética en esta patologia. El conocimiento
de los procesos que intervienen en el balance de la masa de la célula alfa en la diabetes tipo |
generaria informacion para poder enfocar la modulacion de la masa de este tipo celular hacia
estrategias terapéuticas. En la presente tesis se han estudiado los eventos que regulan la
dindmica de la masa de la célula alfa pancreética en la diabetes tipo I, empleando el modelo
murino transgénico de diabetes autoinmune experimental (EAD), RIP-B7.1, en dos estadios

distintos de la enfermedad.

V.1. El modelo murino RIP-B7.1 de diabetes autoinmune experimental.

La eleccion del raton RIP-B7.1 frente a los modelos murinos mas empleados de diabetes
tipo I, como el raton NOD o como la destruccion de la poblacion beta pancreatica mediante la
administracion de STZ, se realizd en base a sus similitudes con la diabetes tipo I humana. De
forma similar a la patologia humana, la destruccion de las células beta pancreaticas en el raton
RIP-B7.1 estd mediada principalmente por linfocitos T CD8 + [80]. En cambio, el ataque
autoinmune en el raton NOD, es efectuado tanto por linfocitos T CD4+ como por CD8+ [185],
siendo la poblaciéon CD4+ la mediadora de la respuesta autoinmune al principio del ataque
[192]. Ademaés, el modelo NOD de diabetes espontanea sufre distintas enfermedades
relacionadas con su susceptibilidad autoinmune, que normalmente no ocurren en la patologia
humana [76]. Por otro lado, mediante la administracion repetida de dosis bajas de STZ en
ratones, se consigue una inflamacion local en los islotes de Langerhans derivada de la muerte de
las células beta pancreaticas [76]. No obstante, el proceso de muerte celular que sufren las

células beta mediante la administracion de STZ no sucede mediante un ataque autoinmune
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diabetogénico [76], como ocurre en los modelos NOD [76] y RIP-B7.1 [80]. Por tanto, en
comparacion con los dos modelos experimentales mas comunes de diabetes tipo I, el raton RIP-
B7.1 posee atributos mas semejantes a la patologia humana. Cabe destacar que durante el
desarrollo de la presente tesis doctoral se ha descrito que el raton RIP-B7.1 diabético presenta
hiperglucagonemia. La hiperglucagonemia supone una de las caracteristicas mas marcadas de
las alteraciones funcionales que sufre la célula alfa en la diabetes autoinmune humana [182] y

no esta reflejada en todos los modelos de diabetes tipo I, como se detallara a continuacion.

En condiciones fisiologicas, la hiperglucemia presenta un efecto inhibidor sobre la célula
alfa pancreatica y su secrecion de glucagéon [17]. En cambio, las células alfa responden a
estimulos de baja concentracion de glucosa secretando esta hormona, con el fin de mantener
niveles de glucemia estables mediante la estimulacion de la sintesis y movilizacion de glucosa
hepatica [17]. Las células alfa de pacientes que sufren DM1 presentan alteraciones en la
secrecion de glucagon. En esta patologia, en condiciones de alta concentracion de glucosa las
c¢lulas alfa no suprimen la secrecion de glucagon [182], exacerbando la hiperglucemia
postprandial. En cambio, en condiciones de baja concentracion de glucosa, las células alfa no
responden adecuadamente, favoreciendo eventos de hipoglucemia severa [162]. Esta
desregulacion de la secrecion dificulta el tratamiento de la enfermedad y contribuye a los altos
niveles de glucemia que sufren estos pacientes [182]. Desafortunadamente, la
hiperglucagonemia no esta presente en todos los modelos murinos de diabetes tipo 1. El modelo
mas empleado, el raton NOD, sufre hiperglucagonemia en estado prediabético [193], pero no de
forma constante con la evolucion de la diabetes [181]. En cambio, tras la administracion de STZ
se consigue un aumento significativo de glucagon plasmatico [194]. No obstante, este modelo
no representa el ataque autoinmune diabetogénico que tiene lugar en la DM1 [76]. El raton RIP-
B7.1 desarrolla hiperglucagonemia durante la diabetes autoinmune, en los dos estadios
estudiados durante la realizacidon de esta tesis doctoral, mimetizando el fenotipo humano de esta
patologia. A pesar de que no se conoce la causa univoca de los altos niveles de glucagéon
plasmatico detectados una y cuatro semanas desde el debut de la diabetes en este modelo, esta
desregulacion podria estar relacionada con los bajos niveles de insulina plasmatica y pancreética
descritos en ambos estadios de la patologia. Estos bajos niveles producen un estado
hipoinsulinemico de forma local en el islote, que alteraria la regulacion paracrina que ejerce la
insulina sobre las otras células del islote. Estudios previos han demostrado que un ambiente
hipoinsulinémico en el islote puede ocasionar la hipersecrecion de glucagén [16, 186, 195].
Ademas, otros estudios sugieren alteraciones del sistema nervioso en la regulacion de la
secrecion de glucagén durante la DM1 [164]. Por ejemplo, se ha observado una pérdida de la
inervacion en los islotes de Langerhans en modelos de diabetes autoinmune espontanea [172,

173], modelos murinos de EAD [174] y en pacientes humanos [171], que ha sido asociada con
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la desregulacion funcional de las células alfa, concretamente de su respuesta a condiciones de
hipoglucemia [164]. Por tanto, serian necesarios mas estudios para comprender los mecanismos
que provocan la desregulacion de la secrecion de las células alfa pancreaticas en el raton RIP-
B7.1. Por todas las caracteristicas descritas en base al ataque autoinmune y la caracterizacion
fenotipica del raton RIP-B7.1, se puede concluir que este modelo es adecuado para el estudio de
las células alfa pancredticas en la diabetes autoinmune y presenta ventajas frente a los modelos

clasicos de esta patologia.

V.2. Balance de la masa de la célula alfa pancreatica en la diabetes autoinmune

experimental.

La masa de las células endocrinas se adapta en respuesta a distintas situaciones metabolicas
con el principal objetivo de satisfacer los niveles hormonales requeridos [86]. Los eventos
reguladores mas estudiados de la masa endocrina del pancreas son los cambios en el nimero de
células y su tamafio, la tasa de apoptosis y la proliferacion celular. En DM1, la investigacion de
la masa de la célula alfa se ha realizado en distintos estudios con muestras pancreaticas de
donantes humanos y en diferentes modelos murinos de esta enfermedad [181, 187-189, 194,
196]. Sin embargo, existe una falta de consenso entre los resultados, asi como una ausencia de
unificacion entre las condiciones experimentales y los estadios de diabetes estudiados. Ademas,
la ausencia de estudios que exploren el conjunto de los procesos que modulan la masa de la
célula alfa pancreatica en el mismo modelo y condiciones experimentales, ha dificultado la
obtencion de informacion acerca de la dindmica de la masa de este tipo celular en la diabetes

tipo L.

De hecho, en muchos casos los datos existentes a este respecto son dispares. La masa de la
célula alfa no se encuentra alterada con la evolucion de la diabetes en el raton NOD [181], ni
tampoco tras la administracion de varias dosis bajas de STZ en ratones [194, 196]. En cambio,
tras la administracion de una tnica dosis alta de STZ se ha descrito un aumento de la masa de la
célula alfa en los animales diabéticos [181]. Como se ha comentado anteriormente, la principal
diferencia entre los dos métodos de destruccion de la poblacion beta pancreatica mediante la
administracion de STZ es la aparicion de inflamacion en el islote al administrarse a bajas dosis,
mientras que este proceso estd ausente al emplear una unica dosis alta del farmaco [76]. Por
tanto, el conjunto de estos estudios sugiere que la inflamacién del islote evita la expansion de
las células alfa, dado que no se han hallado diferencias en la masa de célula alfa en los dos
modelos murinos de DM1 que presentan inflamacion en los islotes pancreaticos [181, 194, 196],

mientras que en un ambiente no inflamatorio la masa de la célula alfa se ve aumentada [181].
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En consistencia con esta hipodtesis, en el raton RIP-B7.1 observamos una correlacion
negativa entre el grado de insulitis y la proporcion de células alfa que forman el islote en los
animales con diabetes avanzada, mientras que existe una tendencia a esta correlacion negativa
en la diabetes temprana. La correlacion negativa entre el grado de insulitis y glucagén podria
implicar que el ambiente inflamatorio y los niveles de insulitis en el raton RIP-B7.1 estan
involucrados en la disminucion de la masa de la célula alfa observada en la diabetes avanzada,
dado que en este estadio los islotes con un grado mas severo de insulitis presentan un menor
grado de tincion glucagdn positiva. La disminucion de la masa de la célula alfa también se ha
observado en estudios realizados en pancreas de donantes con diabetes tipo I avanzada [188,
189], sugiriendo que la poblacion alfa pancreatica sufre una deplecion durante el transcurso de
la enfermedad. En cambio, en el estadio temprano de diabetes estudiado en el raton RIP-B7.1, la
masa de la célula alfa pancredtica se encuentra mantenida, asi como el contenido total de
glucagon. Estos resultados se encuentran en concordancia con otros estudios realizados en
modelos murinos de DM1 que presentan infiltraciéon en los islotes de Langerhans [181, 194,

196] y en donantes con estadios tempranos de DM1 [187].

El estudio de los eventos que modulan el balance de la masa de la célula alfa pancreatica en
el raton RIP-B7.1 indican que este tipo celular se encuentra bajo un proceso regenerativo
durante los estadios temprano y avanzado de EAD. A pesar de la deplecion de la poblacion alfa
pancredtica que tiene lugar cuatro semanas tras el debut de la diabetes en los ratones RIP-B7.1,
se ha observado un aumento en los contribuidores positivos de la masa de este tipo celular. Los
ratones RIP-B7.1 diabéticos presentan, en ambos estadios estudiados, un mayor tamafio de la
célula alfa o hipertrofia, un aumento en su tasa de proliferacion y evidencias de neogénesis a
partir del epitelio ductal. Estos resultados indican que la célula alfa se encuentra en un estado
activo de renovacion celular durante la evolucion de la diabetes autoinmune experimental. En
este contexto, se han hallado evidencias de renovacion de la célula alfa pancreatica en donantes
humanos, en una investigacion en la que se ha observado una tasa de proliferacion aumentada
en estadios tempranos de la enfermedad [190]. En cambio, en otro estudio con pacientes jovenes
y niflos con DM se ha observado una reduccién en los niveles de proliferacion de la célula alfa
pancreatica [191]. En cuanto a los estudios realizados en modelos animales, se han descrito
resultados dispares acerca de la renovacién de las células alfa en la DM1. Tras la administracion
de dosis bajas de STZ se ha observado tanto un aumento de proliferacion de células alfa [197]
como tasas similares de proliferacion [196] en comparacion con animales sanos. En cambio, en
el raton NOD se ha descrito una reduccion en la tasa de replicacion de la célula alfa [181]. Estas
diferencias entre estudios sefialan la importancia del establecimiento de un consenso en las
condiciones experimentales a la hora de investigar la dinamica de la masa de la célula alfa en la

DMI.
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La generacion de nuevas células o neogénesis supone otro contribuidor positivo de la masa
celular. En condiciones experimentales y patologicas, la neogénesis de células beta a partir de
precursores no endocrinos como el epitelio ductal, parece suponer una fuente potencial de
nuevas células beta [86, 183]. Existen indicios de que este mecanismo se podria ver activado
durante la progresion de la diabetes tipo I, en la que la proliferacion y la neogénesis de la célula
beta pancreatica se activan como proceso regenerativo de esta poblacion celular con el fin de
compensar la pérdida de células beta [86]. No obstante, no se conoce la contribucion de la
neogénesis a partir del epitelio ductal en el balance de la masa del islote de Langerhans en
condiciones fisiologicas, y distintos estudios sostienen que este proceso no participa de forma
significativa al balance de la masa endocrina del pancreas en el raton adulto en condiciones
normales [89, 198]. En el caso de la célula alfa pancreatica, en los afios 90 se sugiri6 la
existencia de un proceso de neogénesis de este tipo celular a partir de precursores no endocrinos
en la DM1 [199]. O’Reilly y colaboradores publicaron un estudio en el que se describio la
presencia de células positivas para glucagdn proximas a los ductos pancreaticos en ratones NOD
[199]. Ademas, se ha observado la presencia de glucagén en células del epitelio ductal en
muestras de donantes sanos y con DM1 [200, 201]. Estas observaciones podrian indicar la
existencia de mecanismos de neogénesis de célula alfa en la DM1. Por ello, en el presente
estudio se evaluo la presencia de la expresion celular conjunta de glucagon y un marcador del
epitelio ductal en los ratones RIP-B7.1, como indicador de procesos de neogénesis a partir de
este precursor no endocrino. Este analisis revel6 un aumento en el porcentaje de células alfa
asociadas al epitelio ductal, sugiriendo un proceso de neogénesis de la célula alfa. Por tanto, es
posible que esta poblacion celular se encuentre bajo un estado de regeneracion, proliferativo y
neogénico, en respuesta al ambiente diabetogénico en el raton RIP-B7.1, de forma similar a los
mecanismos activados en las células beta para intentar mantener su masa en la diabetes tipo I

[86].

Por ultimo, mientras que todos los procesos que modulan de forma positiva la masa de la
célula alfa se encuentran aumentados en el raton RIP-B7.1 (tamafio celular, proliferacion y
procesos de neogénesis celular), la tasa de apoptosis observada fue insignificante en la diabetes
temprana e incluso nula en las muestras de ratones con diabetes avanzada. La resistencia de la
célula alfa a la apoptosis en ambientes diabetogénicos ha sido descrita con anterioridad [202,
203]. Este tipo celular presenta una mayor expresion de las proteinas anti-apoptéticas Bel2 y
Bcl211 en comparacidon con las células beta pancreaticas, aumentando asi su probabilidad de
supervivencia en condiciones de estrés celular [203]. Esta propiedad intrinseca de la célula alfa
junto con la baja tasa de apoptosis observada, podria indicar que la apoptosis no tiene un papel
fundamental en la regulacion de la masa de este tipo celular durante la diabetes autoinmune

experimental. Sin embargo, dado que observamos una disminucién en la masa de esta poblacion
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cuatro semanas tras el debut de la enfermedad, no podemos descartar que un evento de
apoptosis previo a este estadio pueda haber contribuido a la deplecion de la poblacion alfa

pancreatica observada.

En resumen, la modulacion de la masa de la célula alfa en el raton RIP-B7.1 presenta un
balance negativo con el trascurso de la patologia, desde un inicio donde se mantiene esta
poblacion hasta una situacion de deplecion en un estadio de diabetes avanzada. Esta dinamica
seria diferente respecto a la célula beta pancreatica, donde se observa una acusada disminucion
de su masa desde el comienzo de la DM1 [204]. Sin embargo, la ausencia de un aumento de
apoptosis de la célula alfa junto a la estimulacion de la proliferacion celular, neogénesis e
hipertrofia de este tipo celular, generan a priori una situacion paraddjica, ya que argumentan en
favor de un aumento de la masa de la célula alfa pancreatica. Puesto que lo que observamos es
una disminucion de la misma durante la evolucion de la diabetes en los ratones RIP-B7.1, estos
resultados sugieren la presencia probable de otros mecanismos celulares en la regulacion de la
masa de este tipo celular capaces de generar una disminucion en la misma. En este contexto, la
conversion espontanea de células alfa en células beta mediante un mecanismo conocido como

transdiferenciacion celular podria estar involucrada, como se discutira en el siguiente apartado.

V.3. Posible contribucion de los procesos de transdiferenciacion celular en el
balance de la masa de la célula alfa pancreatica durante el desarrollo natural de

EAD.

Tras la ablacion de las células beta en raton, se ha descrito una reprogramacion espontanea
de las células alfa con el fin de transformarse en células beta, conocida como
transdiferenciacion celular [87, 101]. Este mecanismo supone una importante ruta de
regeneracion de células beta pancreaticas en modelos murinos transgénicos de ablacion de la
poblacion beta pancreatica. En estos estudios se ha confirmado que las nuevas células beta
provienen de células alfa o delta gracias a un marcador que indica la progenie de estos tipos
celulares y que persiste en las células beta regeneradas [87, 180, 205]. Esta tecnologia se conoce
como “cell tracing”, un marcaje genético irreversible que ha supuesto un gran avance en la
comprension del desarrollo y de los procesos de transdiferenciacion celular de las células del
islote de Langerhans [87, 206]. Esta técnica ha permitido confirmar que la reprogramacion de
células alfa a beta se lleva a cabo mediante un intermediario bi-hormonal que expresa las
hormonas caracteristicas de ambas células, insulina y glucagén [87, 180]. La presencia de estas
células bi-hormonales también se ha descrito en el raton NOD [181, 192] y en muestras de

donantes con DM1 [180, 207], asociandose a un proceso de transdiferenciacion de células alfa a
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beta en condiciones de ablacion de la poblaciéon beta pancreatica. En consonancia con estos
estudios, hemos observado un alto porcentaje de células que expresan ambas hormonas en el

raton RIP-B7.1 tanto en diabetes temprana como avanzada.

El modelo empleado para la realizacion de esta tesis doctoral no esta dotado de la tecnologia
“cell tracing”, por lo que resulta dificil determinar con seguridad el origen univoco de las
células bi-hormonales y las posibles células beta regeneradas mediante transdiferenciacion. No
obstante, la hipotesis de transdiferenciacion de las células alfa es la mas consistente con los
datos existentes, ya que tras la ablacion de la poblacion beta-pancreatica se generan células
betas a través de un intermediario bi-hormonal [87, 180], aspecto que se sustenta ademas con
los datos de expresion del factor de transcripcion Pdx1, como comentaremos posteriormente.
Sin embargo, existen otros procesos que podrian implicar la presencia de células bi-hormonales
y que podrian suceder en la diabetes autoinmune experimental: la dediferenciacion de las
células alfa pancreaticas a un estadio celular menos diferenciado, o una transdiferenciacion de
las células beta a alfa como mecanismo de defensa contra el ataque autoinmune. Se ha postulado
la existencia de procesos de dediferenciacion de las células beta pancreédticas a un estado de
precursor celular durante la diabetes tipo I y como consecuencia al estrés celular [208]. Este
mecanismo se ha propuesto como un factor que podria participar en la pérdida de la masa de la
célula beta pancreatica y como una via de escape de la muerte celular en la diabetes tipo II
[208]. No obstante, en modelos murinos de dediferenciacion de células beta, no se han
detectado células con expresion conjunta de insulina y glucagon, que pudieran indicar una
implicacion de este intermediario bi-hormonal en la dediferenciacion de células endocrinas
[209], por lo que esta hipdtesis no se sustentaria en el contexto de nuestro modelo. Asimismo, se
ha descrito que la conversion de células beta humanas primarias a células alfa no transcurre
mediante un intermediario bi-hormonal [210]. También cabe destacar que las células beta
pancreaticas no se transforman espontaneamente en células alfa tras la ablacidon casi completa
de la poblacion alfa pancredtica en modelos murinos [156]. Estos estudios junto a los
mencionados anteriormente en los que la ablacion de la poblacion beta pancredtica activa la
transdiferenciacion de las células alfa [87, 180], indican que la reprogramacion de células alfa a
beta es probablemente el proceso prevalente tras la ablacion de la poblacidn beta pancreatica y

que puede asociarse a la presencia de células bi-hormonales.

Ademas de la observacion del aumento de células bi-hormonales en el raton RIP-B7.1
diabético, durante el desarrollo de la presente investigacién también detectamos un alto
porcentaje de células glucagon positivas con expresion de Pdx1. Este factor de transcripcion se
expresa en células inmaduras durante el desarrollo pancreatico y especificamente en células beta
maduras, considerandose un marcador de identidad de las células beta pancreaticas [88]. La

presencia de células alfa que expresan Pdx1 se ha descrito en modelos experimentales de
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ablacion de la poblacion beta pancreatica [87, 101, 180] y en pacientes con DM1 [211, 212].
Los cambios de expresion de factores de transcripcion en células alfa han sido asociados por
distintos estudios con procesos de pérdida de identidad, regeneracion y transdiferenciacion

celular, como se detalla a continuacion.

Los factores de transcripcion Arx y Dmntl constituyen dos de los principales marcadores de
identidad de la célula alfa pancreatica. En muestras de donantes humanos con DM1, se ha
observado una pérdida de expresion de ambos en las células alfa [211, 213], asi como un
aumento de la expresion del factor de transcripcion Nkx6.1 en este tipo celular, siendo
especifico de células beta pancreaticas [213]. La expresion de factores de transcripcion
especificos de células beta, como Pax4, en células alfa ha sido asociada a la activacion de
neogénesis de células alfa a partir de precursores no endocrinos [214]. Este fendmeno también
se ha observado tras la inactivacion del factor de transcripcion Arx en células alfa de raton
[215]. En ambos estudios, se induce la transdiferenciacion de células alfa a beta, ademas de
producirse un aumento de la neogénesis de células alfa a partir del epitelio ductal pancreatico
[214, 215]. Estos resultados indican que la pérdida de identidad de la célula alfa y la expresion
forzada en este tipo celular de factores de transcripcion especificos de células beta, pueden

desencadenar procesos de neogénesis y transdiferenciacion de células alfa.

Este proceso de transdiferenciacion asociado a la expresion de factores de transcripcion
también ha sido descrito en ratones NOD, en islotes humanos tratados con STZ y modelos
murinos transgénicos, en los que la expresion forzada en células alfa de los factores de
transcripcion Pdx1 y MAFA, especificos de células beta, es capaz de inducir la transformacion
de estas células en células beta pancreaticas [216, 217]. Ademas, estos dos factores de
transcripcion han sido empleados en un estudio reciente, en el que se ha observado cémo la
expresion de Pdxl y MafA mediante vectores adenovirales en células alfa humanas re-
agregadas, produce la reprogramacion de las mismas y la obtencidon de caracteristicas de la
célula beta, como la expresion y secrecion de insulina [62]. Por otra parte, se han observado
cambios de forma espontanea en los patrones de expresion de factores de transcripcion que
definen la identidad de los distintos tipos celulares del islote, en modelos de ablacién de la
poblacion beta pancredtica [87, 101] y en muestras humanas [211-213]. En conjunto, estas
investigaciones indican que la expresion génica de factores de transcripcion estd comprometida
en las células alfa durante la DM1 y que la expresion forzada de factores de transcripcion clave
propios de las células beta pancreaticas en células alfa, puede inducir la reprogramacion de las
mismas y la obtencion de caracteristicas de las células beta pancreaticas. Varios estudios han
relacionado la presencia de células bi-hormonales y la expresion de Pdx1 en células glucagon
positivas con la reprogramacion de células alfa a beta en islotes humanos, ratones NOD y

modelos de ablacion de la poblacion beta pancreatica [87, 101, 180, 211, 212]. Por tanto, todas
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estas evidencias conjuntamente con los resultados de nuestro estudio, sugieren que la expresion
de Pdx1 en células glucagon positivas y la presencia de células bi-hormonales en el raton RIP-
B7.1 durante el transcurso de la diabetes autoinmune experimental, sefiala hacia la existencia de

procesos de reprogramacion de las células alfa pancreaticas.

La transdiferenciacion de las células alfa a células beta en el raton RIP-B7.1 diabético
podria tener implicaciones en el balance de la masa de este tipo celular. Nuestros datos indican
que la transformacion de células alfa a células beta es un proceso que sucede durante el
transcurso natural de EAD en el raton RIP-B7.1 y que podria contribuir a largo plazo en la
disminucion de la masa de la célula alfa pancreatica observada cuatro semanas tras el debut de
la diabetes. Esta disminucion podria deberse a la dificultad de repoblar las células beta en un
ambiente autoinmune diabetogénico. Existen evidencias de que las células beta nuevas son mas
vulnerables a la muerte celular mediada por citoquinas [218]. Por ello, la capacidad de las
células alfa para repoblar la poblacion beta pancreatica podria verse dificultada, y ocasionar la
disminucion observada en la masa de la célula alfa ante la continua regeneracion de la poblacion
beta pancreatica. A pesar de que los procesos de regeneracion de células alfa se encuentran
aumentados en nuestro modelo, parece no ser suficiente para mantener la homeostasis de la

masa de este tipo celular, que sufre una clara disminucion en la diabetes avanzada.

En este contexto, el aumento en los procesos que regulan la regeneracion de la
poblacion alfa pancredtica podria ser una respuesta compensatoria a la pérdida de células alfa
funcionales con el fin de mantener la poblacion alfa pancredtica y su funcion. Igualmente,
nuestros hallazgos también indican que el aumento en la regeneracion de las células alfa
observado en EAD podria asociarse con el mantenimiento de la poblacion alfa pancredtica para
su posterior transformacion en células beta. En consonancia con nuestros resultados, la pérdida
de identidad de las células alfa induce tanto su transformacion en células beta como la
activacion de neogénesis de células alfa a partir del epitelio ductal [215], como se ha detallado

anteriormente.

A pesar de que la conversion de células alfa a beta se ha descrito en diferentes modelos
murinos de EAD [87, 101, 178-180] y varias investigaciones han descrito la presencia de
células glucagdn e insulina positivas, o células que expresan glucagén y Pdx1 en muestras de
donantes con DM1 [180, 207, 212], otros estudios no han observado estas células doble
positivas en pancreas de donantes con esta patologia [213, 219]. Es posible que esta diferencia
entre los estudios resida en que los procesos de transdiferenciacion de células alfa a beta puedan
depender de variables como la edad del donante, la duracion y edad del inicio de la diabetes,
entre otras condiciones, como sugieren los resultados obtenidos en distintos modelos murinos

[178, 205] y en muestras de donantes [211, 213]. También se ha observado que la frecuencia de
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transdiferenciacion de células endocrinas puede modularse segtn el tiempo tras la ablacion de la

poblacion beta pancreatica y la edad de los animales [205].

En este contexto, en un estudio reciente que emplea el modelo murino RIP-B7.1, no se
ha observado un aumento en el porcentaje de células doble positivas para insulina y glucagon,
cuando se analizd este parametro ocho semanas tras la inmunizaciéon de los animales [220]. Sin
embargo, es importante mencionar que las condiciones de EAD empleadas en el estudio de
Cobo-Vuilleumier y colaboradores fueron diferentes a las escogidas para realizar la presente
tesis. El citado estudio se centra en el proceso autoinmune, empleando animales cuatro y ocho
semanas tras la administracion de la vacuna de ADN, lo que implic6 una incidencia de diabetes
en los animales inmunizados del 50 y 80%, respectivamente [220]. Sin embargo, en la presente
tesis, todos los animales que se emplearon fueron diabéticos, teniendo en cuenta el momento de
debut de diabetes: una y cuatro semanas tras el inicio de la enfermedad. En nuestro caso, el
grupo de animales diabéticos en un estadio temprano involucra un periodo de inmunizacion de 3
a 7 semanas, mientras que el grupo de diabetes avanzada supuso un periodo de inmunizacion de
7 a 15 semanas tras la administracién de la vacuna. Por tanto, es dificil comparar ambos
estudios dado que los animales se encontraron en distintos estadios de inmunizacién y de
diabetes, lo que puede desembocar en distintos resultados, como se ha mencionado
anteriormente. Nuestros resultados, en los que todos los animales fueron diabéticos, son
consistentes con diferentes estudios en modelos murinos de DM1 y en muestras de donantes
humanos con DM, los cuales muestran un incremento en células bi-hormonales [87, 178, 207,
211]. Ademas de la ausencia de un aumento de células bi-hormonales, Cobo-Vuilleumier y
colaboradores mostraron una reduccion de la masa de la célula alfa pancredtica cuatro semanas
tras la inmunizacion en ratones RIP-B7.1 [220]. Dado que la infiltraciéon de los islotes de
Langerhans en ratones RIP-B7.1 puede detectarse dos semanas tras la inmunizacion [80], es
posible que el ataque autoinmune module la masa de la célula alfa antes del debut
sintomatoldgico de la enfermedad. Por tanto, las condiciones experimentales, el estadio de
diabetes y los tiempos de inmunizacidon estudiados, entre otros factores, parecen ser
fundamentales para analizar la homeostasis de la masa de la célula alfa pancreatica en EAD,
dado que la masa de la célula alfa y los procesos involucrados en su regulacion son dindmicos y

presentan una alta plasticidad durante el transcurso de la diabetes autoinmune experimental.

En resumen, en la presente tesis doctoral se muestra que la poblacion alfa pancreatica
esta preservada en un estadio temprano de diabetes autoinmune, en contraste con la situacion de
las células beta pancreaticas en estas condiciones [185]. Sin embargo, al estudiar un estadio
avanzado de diabetes, observamos una disminucion de la masa de la célula alfa pancreatica. En
ambos estadios, temprano y avanzado, varios procesos involucrados en el control de la masa de

las células del islote, como el tamafio celular, la proliferacion y la neogénesis a partir del
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epitelio ductal, se encuentran regulados al alza, mientras que detectamos bajos niveles de
apoptosis. Ademas, el incremento de la presencia de células bi-hormonales que expresan
insulina y glucagon de forma conjunta, asi como células alfa con expresion de Pdx1, sugiere un
proceso de transformacion de células alfa a beta. Por tanto, la presente tesis evidencia que, en la
diabetes autoinmune experimental, las células alfa se encuentran bajo un intenso proceso
regenerativo con el fin de mantener su propia masa y/o crear una reserva celular capaz de
regenerar la poblacion beta pancreatica. Nuestros resultados también sostienen que las células
alfa pancreaticas presentan una gran capacidad para adaptarse a la diabetes autoinmune
experimental y esta plasticidad puede ser usada como aproximacion terapéutica para la

regeneracion de células beta en la diabetes tipo 1.
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VI. CONCLUSIONES

10.

El modelo murino de diabetes autoinmune experimental RIP-B7.1, supone un modelo
idoneo para el estudio de la poblacion alfa pancreatica, con caracteristicas muy similares a
la DM1 humana como insulitis, destruccion autoinmune de la poblacion beta pancreatica,
hiperglucemia, hipoinsulinemia e hiperglucagonemia.

El modelo RIP-B7.1 presenta hiperglucagonemia tras el debut de la diabetes conjuntamente
con hipoinsulinemia y una disminucion del contenido de insulina pancreatico. Este fenotipo
se mantiene durante la fase avanzada de diabetes. Sin embargo, si bien se preserva el
contenido pancreatico de glucagdn tras el debut de la diabetes, se observa una disminucion
del mismo en fases avanzadas.

La masa de la célula alfa pancredtica no presenta alteraciones significativas en un estadio
temprano de diabetes en el raton RIP-B7.1, al contrario de lo que ocurre con la poblacion
beta pancreatica.

La masa de la célula alfa pancreatica disminuye en la diabetes avanzada del raton RIP-B7.1,
en paralelo a una disminucion critica de la célula beta.

Los procesos de renovacion celular de la célula alfa pancreética que incluyen proliferacion y
neogénesis a partir del epitelio ductal se encuentran aumentados durante el inicio y el
transcurso natural de la diabetes autoinmune experimental.

La célula alfa pancreatica sufre hipertrofia durante el transcurso de la diabetes autoinmune
experimental, posiblemente como mecanismo compensatorio a la pérdida de masa celular.

Estos estudios sugieren que el mantenimiento de la masa de la célula alfa al inicio de la
diabetes, asi como su menor disminucion respecto a la poblacidon beta pancredtica en
estadios avanzados pueden favorecer una alta relacion glucagon/insulina que promoveria la
hiperglucemia en T1D.

La presencia de células alfa expresando insulina o PDX1 esta incrementada en los animales
diabéticos tanto en la fase inicial como avanzada, sugiriendo un proceso de transformacion
de las células alfa a células beta de forma espontanea durante el transcurso de la diabetes.

Las células alfa pancreaticas se encuentran, por tanto, en un estado de alta plasticidad
durante la diabetes autoinmune experimental.

Los datos descritos en la presente tesis apuntan a que la poblacidon alfa pancredtica se

encuentra bajo un intenso proceso regenerativo con el fin de mantener su propia masa y/o
crear una reserva celular capaz de regenerar la poblacion beta pancreatica.
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Most studies in type 1 diabetes (T1D) have focused on the loss of the pancreatic beta-cell population.
However, despite the involvement of the alpha-cell in the aetiology and complications of T1D, little
is known about the regulation of the pancreatic alpha-cell mass in this disease. The need for a better
understanding of this process is further emphasized by recent findings suggesting that alpha-cells may
constitute a potential reservoir for beta-cell regeneration. In this study, we characterized the pancreatic
alpha-cell mass and its regulatory processes in the transgenic RIP-B7.1 mice model of experimental
autoimmune diabetes (EAD). Diabetic mice presented insulitis, hyperglycaemia, hypoinsulinemia and
hyperglucagonemia along with lower pancreatic insulin content. While alpha-cell mass and pancreatic
glucagon content were preserved at the early-onset of EAD, both parameters were reduced in the

. advanced phase. At both stages, alpha-cell size, proliferation and ductal neogenesis were up-regulated,

 whereas apoptosis was almost negligible. Interestingly, we found an increase in the proportion of

. glucagon-containing cells positive for insulin or the beta-cell transcription factor PDX1. Our findings
suggest that pancreatic alpha-cell renewal mechanisms are boosted during the natural course of EAD,

. possibly as an attempt to maintain the alpha-cell population and/or to increase beta-cell regeneration

. via alpha-cell transdifferentiation.

Type 1 diabetes (T1D) is characterized by the autoimmune destruction of the pancreatic beta-cell population and
the consequent decrease or lack of insulin secretion'. While the pancreatic beta-cell function, death and regen-
eration in T1D has been intensively studied', the pancreatic alpha-cell changes and adaptations in this pathol-
ogy remain poorly understood. Pancreatic alpha-cells have a key role in the regulation of glycaemia: glucagon
secretion from these cells triggers hepatic glucose release and, ultimately, prevents hypoglycaemia®*. Conversely,

. hyperglucagonemia is frequently found in animal models of T1D and diabetic patients, which has been related
. with impaired glucagon secretion and/or altered cell morphology®~. In this pathological context of insulin
. deficit, increased plasma glucagon levels contribute to diabetic hyperglycaemia by increasing hepatic glucose
output’. Indeed, the pancreatic alpha-cell function and mass are potential targets of therapeutic strategies in
diabetes>*'*!!, Several experimental and clinical studies are aimed at limiting glucagon secretion and/or action to
ameliorate the condition of hyperglycaemia in diabetes by decreasing hepatic glucose output>''. Additionally, it
has been also proposed that pancreatic alpha-cells could be a source for beta-cell regeneration in type 1 diabetes!’.
Despite scarcity of information, analysis of human pancreata has shown that the alpha-cell mass is com-
monly preserved in recent-onset T1D patients'?, while it seems to be reduced in long-standing T1D subjects'*!“.
Although the few existing data suggest that human alpha-cells undergo a highly dynamic state during disease pro-
gression'>~"7, the regulation of the alpha-cell mass in T1D is largely unknown. Due to limitations of human sam-
ples, murine models are indispensable surrogates to study T1D pathology. Nonetheless, pending on the mouse
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Figure 1. Glycaemia and hormone levels in RIP-B7.1 mice one week after diabetes onset. (a) Body weight
(n=13 for each group). (b) RIP-B7.1 mice showed hyperglycemia in non-fasting state one week after diabetes
onset (n= 13 for each group). (c) Diabetic mice presented hypoinsulinemia (n= 10 for each group) and (d)
hyperglucagonemia (n =7 for each group) compared with controls. Plasma hormonal measurements were
performed in non-fasting state. (e) Pancreatic insulin content normalized by total pancreatic protein content
(control n =5, diabetic n=4). (f) Pancreatic glucagon content normalized by total pancreatic protein content
(n=>5 for each group). Data presented as mean &= SEM. Unpaired t-test (a,d.f), Mann-Whitney test (b,c.e).
Statistical significance is indicated: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.

model, different outcomes have been reported regarding the status of the alpha-cell mass and its regulatory pro-
cesses involved. It has been shown that the alpha-cell mass is unchanged in the autoimmune Non-Obese Diabetic
(NOD) mice'® as well as in mice treated with multiple low-dose of streptozotocin (STZ)*', a chemical-induced
diabetic model that develops insulitis*’. In contrast, another study reported increased alpha-cell area in this latter
animal model®. These discrepancies might be partly due to differences in the timing and/or diabetes periods that
were explored, since T1D involves a progression through several stages®'. Thus, it would be important to analyse
alpha-cell mass and the processes involved in its regulation during key time points of the T1D history in the same
diabetic model. These data could provide valuable information to understand the forces involved in the alpha-cell
mass dynamics during T1D. The latter is of high actuality in view of recent findings that alpha-to-beta cell trans-
differentiation appears to be one of the main mechanisms of beta-cell regeneration'*>-**. Additionally, given
the involvement of the alpha-cell in the aetiology of T1D and its complications®*?, a better knowledge about the
potential changes in the alpha-cell mass could offer more information about the role of these cells in this disease.

To circumvent caveats associated with either the NOD or STZ mouse model, we opted for the RIP-B7.1 mouse
model of experimental autoimmune diabetes (EAD) to study alpha-cell mass in the early-onset and an advanced
stage of diabetes. Similar to human T1D/, the specific autoimmune destruction of beta-cells in the RIP-B7.1
mouse is mainly driven by CD87 T-cells”. In contrast, the autoimmune attack in NOD mice is mainly accom-
plished by both CD8" and CD4* T-cells', with CD4" T-cell being the predominant subpopulation at diabetes
onset**. NOD mice may also experience distinctive diseases related to their autoimmune susceptibility that are
unlikely to occur in humans®, while the EAD-inducible model does not present this limitation?”. Moreover, T1D
models based on STZ-induced beta-cell death do not faithfully recapitulate the autoimmune process against
beta-cells characteristic of this pathology and can involve side-effects in multiple organs®’. Additionally, the
diabetic phenotype in the RIP-B7.1 transgenic mice occurs with equal incidence and timing in both sexes in a
common mice background, reducing the problem of autoimmune susceptibility genes””. Our findings using this
stringent EAD model indicate that the alpha-cell population is under an intense attempt of regeneration during
the natural course of T1D.

Results

Plasma and pancreatic hormone levels are altered one week after diabetes onset.  Asaresult of
a beta-cell specific autoimmune attack and destruction, RIP-B7.1 mice develop insulitis, hyperglycaemia and dia-
betes?*”?. In our study, about 85% of the total immunized animals presented hyperglycaemia after vaccination
with preproinsulin (Supplemental Fig. 1). One week after hyperglycaemia onset, diabetic RIP-B7.1 mice featured
alower body weight compared with controls (Fig. 1a). In non-fasting state, diabetic animals were hyperglycaemic
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Figure 2. Pancreatic alpha-cell mass, alpha-cell size, proliferation and apoptosis in RIP-B7.1 mice one week
after diabetes onset. (a) Pancreas weight as percentage of body weight. (b) Alpha-cell area expressed as the
percentage of the glucagon-positive area over the total pancreatic area. (c) Alpha-cell mass. (d) Alpha-cell size.
(e) Alpha-cell number per pancreatic area. (f) Alpha-cell proliferation rate: percentage of glucagon and PCNA
double-positive cells respect to glucagon-positive cells. (g) Apoptosis rate: percentage of glucagon and TUNEL
double-positive cells respect to glucagon-positive cells. (h) Representative images depicting proliferating alpha-
cells. Left panels are enlargements of boxed areas (scale bar: 50 um). Black arrows indicate PCNA (brown) and
glucagon (pink) double-positive cells. (i) Representative images of apoptotic alpha-cells in control and diabetic
mice. Left panels are enlargements of boxed areas (scale bar: 20 um). White arrows indicate TUNEL (green) and
glucagon (red) double-positive cells. Nuclei were stained with DAPI (blue). N =5 mice per condition and group
in each experiment. Data presented as mean = SEM. Unpaired t-test (a-f), Mann-Whitney test (g). Statistical
significance is indicated: *p < 0.05; ***p < 0.001.

(Fig. 1b) and presented an important decrease in plasma insulin levels (Fig. 1¢) accompanied with hypergluca-
gonemia (Fig. 1d), which are characteristic in T1D>’. We next assessed the hormonal content in the whole pan-
creas. As expected, pancreatic insulin content was severely decreased in diabetic mice (Fig. le). In contrast,
pancreatic glucagon content did not significantly change (Fig. 1f).

Pancreatic alpha-cell mass is preserved one week after diabetes onset. One week after EAD
onset, both groups showed similar pancreas weight with respect to the corresponding body weight (Fig. 2a). Islets
from diabetic mice exhibited different grades of insulitis (Supplementary Fig. 2a,b). No significant correlation
was found between the insulitis grade in each islet and the percentage of islet area occupied by glucagon-positive
cells (Pearson’s r = —0.7839, p = 0.11; Supplementary Fig. 2c). We found no differences in alpha-cell area and
mass between both groups (Fig. 2b,c). The alpha-cell mass was probably compensated in part by the hypertrophy
found in these cells (Fig. 2d), since the relative number of alpha-cells tended to decrease in the diabetic animals
(Fig. 2e). Additionally, diabetic mice presented a substantial increase in the number of proliferating alpha-cells
compared with controls (Fig. 2f,h), while their apoptotic rate was very low and did not change between both
groups (Fig. 2g,i). As expected, the beta cell population was drastically reduced within pancreatic islets of diabetic
mice (Supplementary Fig. 3a,c), correlating with the hyperglycaemic state, lower plasma and pancreatic insulin
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Figure 3. Glycaemia and hormone levels in RIP-B.7.1 mice four weeks after diabetes onset. (a) Body weight
(control n =16, diabetic n=13). (b) Glycaemia measured in non-fasting state (control n = 16, diabetic n=13).
Four-week diabetic mice presented hypoinsulinemia (c) and hyperglucagonemia (d) in non-fasting state (n =10
for each group). (e) Pancreatic insulin (n =5 for each group) and (f) glucagon (n = 6 for each group) contents
were decreased in diabetic mice. Both parameters were normalized by total pancreatic protein content. Data
presented as mean &= SEM. Unpaired t-test (a), Mann-Whitney test (b—f). Statistical significance is indicated:

#p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0,001

levels and insulitis found in these animals (Fig. 1 and Supplementary Fig. 2). Our results are in agreement with
previous reports using this beta-cell specific autoimmune model*>*"-%’.

Plasma and pancreatic hormone levels are altered after four weeks of EAD.  To analyse alpha-cell
mass in advanced stages of EAD, we studied RIP-B7.1 animals at four weeks after hyperglycaemia onset. At this
stage, diabetic mice also presented a lower body weight compared with controls (Fig. 3a). Similarly to the situa-
tion described for the early-onset stage, glycaemic values were highly increased, while both plasma and pancreatic
insulin levels were severely reduced (Fig. 3b,c,e). Moreover, hyperglucagonemia was still present (Fig. 3d), while
total pancreatic glucagon content exhibited a reduction in diabetic mice (Fig. 3f).

Pancreatic alpha-cell mass is decreased four weeks after EAD onset. We next evaluated the
alpha-cell mass in four-week diabetic mice. No changes in the pancreatic weight respect to the body weight were
found in the diabetic animals compared with controls (Fig. 4a). Diabetic mice also presented islet infiltration
at the advanced phase of the disease (Supplementary Fig. 2a,d), and exhibited a higher insulitis degree com-
pared with the early-onset stage (Supplementary Fig. 2a,b). A significant inverse correlation was found between
the insulitis grade in each islet and the percentage of islet area occupied by glucagon-positive cells (Pearson’s
r=—0.9745, p <0.01; Supplementary Fig. 2e). Interestingly, the pancreatic alpha-cell area and mass (Fig. 4b,c)
as well as the relative number of alpha-cells (Fig. 4e) were significantly decreased in the pancreas from four-week
diabetic mice. Moreover, similarly to the situation found at early-onset, the alpha-cell size and proliferating rate
(Fig. 4d,£h) were elevated at the advanced stage. Alpha-cell apoptosis was very low in controls and no apoptotic
events were found in diabetic mice (Fig. 4g,i). At this stage, the beta-cell population was largely reduced in dia-
betic mice (Supplementary Fig. 3b,c).

Diabetic mice present glucagon-expressing cells in the ductal epithelium. Inboth stages, one and
four weeks after EAD onset, we observed the presence of glucagon-positive cells near or within the pancreatic
ducts from diabetic mice, while these cells were infrequent in control animals (Fig. 5a,b). In light of this obser-
vation, and since neogenesis from pancreatic ductal epithelium could be a potential contributor to the endocrine
cell mass**~¥2, we assessed the presence of alpha-cells that could derive from ductal epithelia by analysis of those
cells that were positive for both cytokeratin (pan-CK) and glucagon. Interestingly, there was an increased percent-
age of cells positive for both markers in one-week diabetic animals (Fig. 5¢,d; Supplementary Fig. 4a), suggesting
a process of cell renewal from the ducts. The presence of these double-positive cells persisted four weeks after
diabetes onset (Fig. 5e,f; Supplementary Fig. 4b).
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Figure 4. Pancreatic alpha-cell mass, alpha-cell size, proliferation and apoptosis in RIP-B7.1 mice four weeks after
diabetes onset. (a) Pancreatic weight as percentage of body weight. (b) Alpha-cell area expressed as the percentage
of the glucagon-positive area over the total pancreatic area. (c) Alpha-cell mass. (d) Alpha-cell size. (e) Alpha-cell
number per pancreatic area. (f) Proliferation rate: percentage of glucagon and PCNA double-positive cells respect
to glucagon-positive cells. (g) Apoptosis rate: percentage of glucagon and TUNEL double-positive cells respect

to glucagon-positive cells. No TUNEL-positive alpha-cells were found in the pancreas from four-week diabetic
mice. (h) Representative images from control and diabetic mice depicting proliferating alpha-cells. Left panels are
enlargements of boxed areas (scale bar: 50 um). Black arrows indicate PCNA (brown) and glucagon (pink) double-
positive cells. (i) Representative images of TUNEL immunofluorescence from control and diabetic mice. Left
panels are enlargements of boxed areas (scale bar: 20 um). White arrows indicate TUNEL (green) and glucagon
(red) double-positive cells in control mice, and non-alpha apoptotic cells in diabetic mice. Nuclei were stained with
DAPI (blue). N =5 mice per condition and group in each experiment. Data presented as mean & SEM. Unpaired
t-test (a—e), Mann-Whitney test (f). Statistical significance is indicated: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.

Bi-hormonal cells expressing both insulin and glucagon are increased in the pancreas of dia-
betic mice. We next evaluated whether alpha-to-beta cell transdifferentiation could be involved in the regu-
lation of the alpha-cell mass during EAD. For this purpose, we analysed the presence of islet cells expressing both
insulin and glucagon. We found a significant increase in the percentage of bi-hormonal cells in both one-week
and four-week diabetic mice compared with controls (Fig. 6), in which the presence of double-positive cells was
negligible. To further confirm these findings, we evaluated the presence of cells positive for glucagon and PDX1, a
transcription factor specifically expressed in postnatal immature and mature beta-cells**. The percentage of cells
positive for glucagon and PDX1 was increased in diabetic animals at both stages (Fig. 7).

Discussion

Research in T1D has focused mainly on the pancreatic beta-cell mass and its regeneration'. However, despite
the involvement of the pancreatic alpha-cell in the aetiology of this disease and its complications®*’, little is
known about this islet cell population in T1D. In the present study, we have analysed the alpha-cell mass in an
EAD-inducible model, the RIP-B7.1 mouse. As mentioned earlier, the RIP-B7.1 mouse appears to possess most
of the human attributes to study alpha-cell mass in T1D.
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Figure 5. Quantification of pancreatic cells expressing both glucagon and the ductal epithelium marker
pan-CK in one-week and four-week diabetic RIP-B7.1 mice. Representative images of glucagon-positive cells
(pink) within or near the ductal epithelium in two different one-week (a) and four-weeks (b) diabetic mice

and their respective controls. Scale bar: 50 um. (c) Percentage of cells positive for glucagon and the ductal
marker pan-CK respect to total alpha-cells in the pancreas from one-week diabetic mice. (e) Percentage of cells
positive for glucagon and the ductal marker pan-CK respect to total alpha-cells in the pancreas from four-week
diabetic mice. (d,f) Representative images of double-positive cells expressing pan-CK (green) and glucagon
(red) in one-week (d) and four-week (f) diabetic mice. Nuclei were stained with DAPI (blue). Right panels show
enlargements of boxed areas. White arrows indicate double-positive cells. Pancreatic ducts are indicated (*).

N =5 mice per group. Scale bar: 20 um. Control representative images are shown in Supplemental Fig. 4. Data
presented as mean &= SEM. Mann-Whitney test. Statistical significance is indicated: **p < 0.01.

Human T1D is associated with hyperglucagonemia, which can exacerbate the hyperglycaemic state’.
Unfortunately, this condition is not faithfully recapitulated in all mouse models. For instance, NOD mice, the
most used EAD model, do not consistently exhibit hyperglucagonemia with diabetes evolution'®, while this sit-
uation is present in pre-diabetic states’. In contrast, STZ-induced diabetic mice show a significant increment in
plasma glucagon®. Herein, we demonstrate that RIP-B7.1 mice develop hyperglucagonemia during the course of
EAD mimicking the human phenotype. Given that a hypoinsulinemic intra-islet environment can favour gluca-
gon hypersecretion>**, the high glucagon levels of diabetic RIP-B7.1 mice were most probably related with the
low plasma and pancreatic insulin levels found in these animals.

Analysis of the alpha-cell mass in different T1D models has resulted in diverse outcomes. Plesner and col-
leagues reported an increase of the alpha-cell mass in the STZ single-dose model'®. In contrast, the alpha-cell
mass was unaltered with disease progression in either NOD mice'® or in the STZ multiple low-dose model®".
Given that beta-cell death in NOD mice and in the STZ multiple low-dose model results in islet inflammation?’,
while this process is absent in the single STZ dose model®, it is possible that pancreatic insulitis may restrict
alpha-cell expansion. Consistent with this premise, an inverse correlation between the insulitis grade and the pro-
portion of alpha-cells was observed in islets of four-week diabetic RIP-B7.1 mice. In this context, both alpha-cell
mass and pancreatic glucagon content were found to be preserved in our one-week diabetic mice, as has been
reported in T1D mouse models with islet infiltration®'®!” and recent-onset T1D patients'?. In contrast, at four
weeks after diabetes onset, both parameters were diminished. This decrease is consistent with studies conducted

SCIENTIFIC REPORTS| (2019) 9:9515 | https://doi.org/10.1038/s41598-019-45853-1 6


https://doi.org/10.1038/s41598-019-45853-1

www.nature.com/scientificreports/

a
S CONTROL DIABETIC
2;3.0
T2.5 *
o
=2.0
) .
F15
2
510 I
505
= P o : 3
= Control Diabetic %
(1 week) Z

3‘0 ok

25 )

2.0

—i_
1:5

1.0 J_
0.5

Control Diabetic
(4 weeks)

Insulin® Glucagon® cells (%) =

Figure 6. Increase of bi-hormonal cells expressing both insulin and glucagon in the pancreas of one-week
and four-week diabetic mice. Percentage of bi-hormonal cells positive for insulin and glucagon respect to
glucagon-positive cells in control and diabetic mice one week (a) and four weeks (b) after diabetes onset. (c)
Representative images showing double-positive cells for glucagon (red) and insulin (green) in control and
diabetic mice. Right panels are enlargements of boxed areas with white arrows indicating double-positive cells.
Nuclei were stained with DAPI (blue). Scale bar: 20 um. N =5 mice per group. Data presented as mean &= SEM.
Mann-Whitney test. Statistical significance is indicated: *p < 0.05; **p < 0.01.
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Figure 7. Increase of cells expressing both PDX1 and glucagon in the pancreas of one-week and four-week
diabetic mice. Percentage of cells positive for PDX1 and glucagon respect to total glucagon-positive cells in
control and diabetic mice one week (a) and four weeks (b) after diabetes onset. (c) Representative images
showing double-positive cells for PDX1 (green) and glucagon (red) in control and diabetic mice. Left panels are
enlargements of boxed areas with white arrows indicating double-positive cells. Nuclei were stained with DAPI
(blue). Scale bar: 20 um. N =5 mice per group. Data presented as mean + SEM. Unpaired t-test (a), Mann-
Whitney test (b). Statistical significance is indicated: **p < 0.01; ***p < 0.001.
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in patients primarily with long-term T1D'*!, suggesting that the alpha-cell pool is gradually depleted with dis-
ease progression. In any case, further studies are necessary to stablish whether the inflammatory process as well as
other factors such as the hyperglycaemic environment can modulate the pancreatic alpha-cell mass during T1D.

Interestingly, alpha-cell size, proliferation and neogenesis were increased at both stages in diabetic RIP-B7.1
mice, whereas no significant changes in alpha-cell apoptosis were observed, suggesting an active cellular renewal
during the course of EAD. In agreement with our findings, increased human alpha-cell proliferation has been
reported at the recent onset of T1D". Conversely, reduced values have been obtained in young adults and children
with TID". In the case of animal models, different results have been documented. While studies with mice treated
with multiple STZ low-dose showed either an increased® or similar'® alpha-cell proliferation rate, this parameter was
found to be reduced in diabetic NOD mice'®. A low alpha-cell apoptotic rate in the diabetic animals was not unex-
pected since rodent and human alpha-cells display a high apoptosis resistance in diabetic environments due to a
specific set of proteins that allow their survival*>*. This indicates that apoptosis may not play a significant role in the
regulation of alpha-cell mass during EAD. In any case, we cannot discard that previous apoptotic events might con-
tribute to the decreased alpha-cell mass observed in four-week diabetic animals. Consistent with findings in NOD
mice®, we detected a group of glucagon-positive cells expressing a ductal epithelium marker, which suggests the
presence of neogenic processes from the ducts in T1D. Although ductal neogenesis probably does not contribute to
the endocrine cell mass in adult mice under physiological situations®,, this process can represent a potential source
of new beta-cells under experimental and pathological conditions***’. Proliferation and neogenesis try to compen-
sate for beta-cell loss during T1D progression in an attempt to regenerate the beta-cell population®”. Our results
suggest that both processes perform a similar role to maintain the alpha-cell population in RIP-B7.1 diabetic mice.

The lack of apoptosis combined with stimulated cell proliferation and neogenesis would argue in favour of
increased alpha-cell mass. Yet we observed a decrease in alpha-cell mass during the course of diabetes, suggest-
ing that other cellular processes were contributing to the overall alpha-cell population. In this context, we found
a higher percentage of bi-hormonal cells expressing insulin and glucagon in both one- and four-week diabetic
RIP-B7.1 mice, substantiating previous reports showing that alpha-to-beta cell transdifferentiation could be an
important spontaneous route of beta-cell regeneration in several EAD mouse models?>***%*** and in human
T1D subjects'®*’. Several works have shown that alpha-to-beta cell transdifferentiation takes place follow-
ing a bi-hormonal intermediary expressing both insulin and glucagon'®*. In contrast, beta-cells do not seem
to spontaneously transdifferentiate to glucagon-expressing cells after near total alpha-cell loss*!, indicating that
alpha-to-beta cell reprogramming may be a prevalent process in diabetes. We also detected a higher percentage of
alpha-cells labelled for PDX1, which is specifically expressed in immature and mature postnatal beta-cells®. The
presence of alpha-cells expressing this transcription factor has also been reported in beta-cell loss models'®?**
and in T1D patients***. Additionally, forced expression of PDX1 along with MAFA induces alpha-to-beta trans-
differentiation in NOD mice and STZ-treated human islets*>**. Thus, the occurrence of glucagon-positive cells
expressing insulin and/or PDX1 seems to be more related with a process of alpha-to-beta reprogramming'®*%*%*%4>
rather than alpha-cell dedifferentiation to an early endocrine progenitor**. Additionally, no bi-hormonal cells
have been identified in mouse models of beta-cell dedifferentiation*®. Taken together, our results suggest that
alpha-to-beta cell transdifferentiation may contribute long-term to the decrease of the alpha-cell mass in diabetic
RIP-B7.1 mice. These findings also indicate that the increased alpha-cell turnover observed in EAD could be asso-
ciated with the maintenance of an alpha-cell pool to replenish beta-cells, as previously reported for the inactivation
of Arx in alpha-cells, which induces both alpha-to-beta transdifferentiation and, subsequently, alpha-cell ductal
neogenesis*’. Alternatively, the increased regeneration observed in our model might be a compensatory response
to the loss of functional alpha-cells in order to maintain the alpha-cell population and its related functions. Newly
formed beta-cells are more vulnerable to cytokine-induced cell death*®. Thus, this could constrain the alpha-cell
capacity to repopulate beta-cells at the expense of its own mass when facing increasing cytokine levels.

While the presence of glucagon-positive cells expressing insulin and/or PDX1 have been documented in sev-
eral EAD models'®*»**3%* and in T1D donors'*****, other studies have not found these bi-hormonal cells in T1D
patients®. Thus, it is possible that the occurrence of transdifferentiation events may depend on some variables
such as subject age, diabetes duration, glycaemic and immune conditions, as well as stress or injury level, as has
been suggested from diabetes mouse models****** and human T1D studies®**. It has been also shown that the
frequency of bi-hormonal cells could change when considering the time after beta-cell loss*. In this regard,
the proportion of insulin/glucagon double-positive cells has not been found to be increased in RIP-B7.1 mice
when analysed at eight weeks after immunization”®. However, it is important to mention that the conditions of
EAD and analysis were different from those used in our present study. The former report was focused on the
immune process and used mice at four and eight weeks after immunization, which implied about 50% and 80%
of diabetes incidence, respectively®. In contrast, all mice employed in the present study were diabetic, taking
into account the moment of diabetes onset: one week and four weeks after the development of hyperglycaemias.
In our case, the one-week diabetic group involved a period after immunization that ranged from 3 to ~7 weeks,
while the four-week group implicated a period of about 7 to 15 weeks after immunization. Thus, it is difficult to
compare both studies given that animals were at different stages of immunization and diabetes, and it may lead
to different outcomes, as mentioned above?>-****, The findings of the current research, in which all animals
were diabetic, are consistent with different studies in T1D mouse models and T1D human pancreata showing an
increase in bi-hormonal cells?~>**, Four weeks after immunization, alpha-cell mass was also found to be reduced
in RIP-B7.1 mice®. Given that T-cell infiltration in islets from RIP-B7.1 mice is already detected two weeks after
immunization®, it is possible that the autoimmune attack could modulate alpha-cell mass before diabetes onset?!.
Therefore, experimental conditions, diabetes stages and immunization times, among other factors, appear to be
important to analyse alpha-cell mass during EAD, as suggested in different studies?*~>****°. Overall, all these find-
ings indicate that the alpha-cell mass and the processes involved in its regulation are dynamic and present high
plasticity during the course of EAD.
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In summary, we report here that the alpha-cell population is preserved at the early-onset of autoimmune
diabetes, in contrast to the known situation of the beta-cells'. Pancreatic alpha-cell mass, however, undergoes a
decrease at advanced diabetes. In both stages, several processes involved in the control of islet cell mass such as cell
size, proliferation and ductal neogenesis were up-regulated, while apoptosis was almost negligible. Additionally,
an increased rate of bi-hormonal cells and glucagon/PDX1-positive cells was detected, suggesting a process of
alpha-to-beta transdifferentiation. Thus, our findings indicate that, in autoimmune diabetes, alpha-cells are fac-
ing an intense regenerative state in an effort to maintain alpha-cell mass and/or to sustain a cell pool directed to
regenerate beta-cells. These results also support that pancreatic alpha-cells present a significant capability to adapt
to EAD, and that this plasticity may be potentially used as an approach to beta-cell regeneration in T1D.

Methods

Mouse model and EAD induction. The murine model of experimental autoimmune diabetes RIP-B7.1
(H-2%) C57BL/6] express the immune system stimulatory molecule B7.1 (CD80) under the rat insulin promoter
(RIP) in pancreatic beta-cells, increasing the beta-cell susceptibility to autoimmune destruction®””. EAD was
induced by DNA immunization as previously described”. For experimental studies, male and female hete-
rozygous F1 animals (C57BL/6] x RIP-B7.1) were used at 12.5 +0.42 weeks for the early-onset study and at
15.8 +0.46 weeks for the advanced stage study. DNA immunization was performed as previously described”.
Briefly, 50 ug of plasmid DNA (dissolved in 50 ul PBS) expressing murine preproinsulin IT (Plasmid Factory,
Germany) was injected into each tibialis anterior muscle. Age and sex-matched heterozygous RIP-B7.1 control
mice were injected with only PBS. Blood samples were collected from tail vein and glycemia was monitored every
two days using an automatic glucometer (Accu-Chek Compact plus, Roche). Mice were considered diabetic when
two consecutive blood glucose measurements in non-fasting state exceeded 250 mg/dl*’. To study the alterations
in the early-onset of EAD, experiments were performed one week after diabetes initiation in mice originally
housed in CABIMER animal facilities, which were sent to the Miguel Hernandez University immediately after
their immunization. For the study of mice with established diabetes, experiments were carried out four weeks
after diabetes onset in mice housed in the Miguel Herndndez University animal facilities. In the present study,
about 85% of the total immunized animals presented hyperglycaemia and developed diabetes after the vaccina-
tion with preproinsulin. Only those immunized mice that developed hyperglycaemia were studied in the corre-
sponding diabetic group. All studies were approved by the Animal Ethics Committee of the Miguel Herndndez
University according to national regulations and approved guidelines.

Plasma and total pancreatic hormone measurements. Plasma glucose, insulin, and glucagon lev-
els were measured in non-fasting state®'. For hormonal measurements, blood was collected by decapitation after
CO, anaesthesia with a K2 EDTA coated Microvette tube (Sarstedt) and in the presence of 500 KIU/ml aprotinin
(Sigma-Aldrich). Then, blood was centrifuged at 200 g for 20 minutes at 4 °C and plasma was collected and stored
at —80°C. To measure pancreatic glucagon and insulin content, pancreata were dissected and placed in a tube
containing 5ml of acid-ethanol buffer (75% EtOH, 1.5% HCI). After overnight incubation at —20°C, samples were
homogenised and reincubated overnight again at —20°C. Afterwards, extracts were centrifuged at 400 g for 15min-
utes at 4°C and supernatants were neutralized with 1 M Tris (pH 7.4) before ELISA measurements. Results were
normalized by the total protein pancreatic content measured by the Bradford assay. Glucagon and insulin levels were
assessed by ELISA (Mercodia, #10-1271-01; Crystal Chem, #90080; respectively) following commercial instructions.

Immunohistochemistry and proliferation analysis. Pancreata were dissected, cleared from fat and
lymph nodes and fixed with 4% paraformaldehyde in PBS for 22 hours at 4°C. Then, pancreata were weighted,
embedded in paraffin and sectioned. For immunohistochemical studies, two to three pancreatic sections (5 um)
were cut 200 um apart®'. The whole pancreatic section was examined. To study alpha-cell mass and proliferation,
the kit EnVision G/2 Doublestain System (DAB+/Permanent Red) was used following commercial instructions
(DAKO K5361, Agilent Technologies). Antigen retrieval was performed by heating the samples with a micro-
wave in citrate buffer (12mM, pH 6.0). The slides were blocked by incubation for 2 hours in 3% BSA in PBS. For
alpha-cell detection, rabbit anti-glucagon antibody (1:100, PS087, Monosan) was used. Proliferation was analysed
using the proliferating cell nuclear antigen (mouse anti-PCNA, 1:4000, #2586, Cell Signalling) labelling tech-
nique’'. Both antibodies were incubated overnight at 4 °C. Samples were counterstained with haematoxylin-eosin
for nuclei counting and mounted with Faramount aqueous mounting medium (DAKO $3025, Agilent
Technologies). Stained slides were imaged at 4x for quantification of total pancreatic area, and at 20x for pancre-
atic islets and glucagon-stained area. A Kappa ACC1 camera attached to a Nikon Eclipse TE200 Microscope was
used for the early-onset study, while an Olympus IX71S8F-2 Microscope with an Image Development Systems
camera was used for the long-term study. Total pancreatic and glucagon-positive area were measured in each
slide using the Metamorph Analysis Software (Nashville, TN, USA) according to previous reports®-. Pancreatic
alpha-cell area was calculated by measuring the total glucagon-stained area normalized by the total pancre-
atic area. Alpha-cell size was evaluated by dividing the alpha-cell area by the total number of alpha-cell nuclei.
Alpha-cell mass was then calculated multiplying the alpha-cell area by the pancreas weight. Proliferation rate was
expressed as percentage of alpha-cells with PCNA-positive nuclei respect to the total alpha-cells.

Immunofluorescence analysis. Pancreata were collected, fixed and processed as described above.
Alpha-cell apoptotic rate was analyzed by TUNEL as previously described®"*?, using the manufacturer’s protocol
for difficult tissue (In Situ Cell Death Detection Kit, Roche). After dehydration, antigen retrieval was performed
by heating the samples with a microwave in citrate buffer (12 mM, pH 6.0) for 20 minutes followed by a treatment
during 20 minutes with Tris-HCI buffer (0.1 M, pH 7.5, 3% BSA, 20% FBS). Then, slides were incubated with
TUNEL reaction mix for 1 hour at 37 °C. Afterwards, slides were blocked in 3% BSA for 2 hours before incubation
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with a rabbit anti-glucagon antibody (1:100, PS087, Monosan) at 4 °C overnight®'. To assess alpha-cell neogenesis
from pancreatic duct epithelium, antigen retrieval was also performed by heating the samples with a micro-
wave in citrate buffer (12mM, pH 6.0) followed by incubation with trypsin (0.5 mg/ml) at 37 °C for 30 minutes.
Then, samples were blocked by incubation in 3% BSA for 2 hours. Slides were incubated overnight at 4°C with
rabbit anti-glucagon (1:100, PS087, Monosan) and mouse anti-pan-Cytokeratin (1:300, pan-CK, sc-8018, Santa
Cruz Biotechnology) antibodies. The presence of bi-hormonal cells expressing both insulin and glucagon was
studied by the incubating slides with antibodies against insulin (1:100, rabbit anti-insulin, #C1212, Santa Cruz
Biotechnology) and glucagon (1:100, mouse anti-glucagon, C2654, Sigma), after antigen retrieval with citrate
buffer (12mM, pH 6.0) and blocking for 2 hours with 3% BSA. Likewise, PDX1 expression in glucagon-positive
cells was assessed using guinea pig anti-PDX1 antibodies (1:200, ab47308, abcam).

For fluorescence detection, all samples were incubated with the corresponding secondary antibodies, Alexa
Fluor 546 or 488 (1:500, Life Technologies), for 2 hours at room temperature. Total nuclei were stained with Hoechst
33342 (1:1000, Invitrogen) and sections were mounted using ProLong Gold Antifade Reagent (P36930, Invitrogen).
Images were acquired using a Zeiss Axio Observer Z1 microscope (Carl Zeiss) equipped with an ApoTome system,
which allowed obtaining optical sections (0.7 pm) with an objective EC Plan-NEOFLUAR 40x. Images were ana-
lysed using Metamorph Analysis Software (Nashville, TN, USA). Individual glucagon-positive cells were assessed
manually for double labelling following two criteria: single nucleus surrounded by a glucagon-positive cytoplasm
and matching staining of nucleus or cytoplasm with the antibody of interest. Negative controls were obtained using
samples in which the complete protocol was performed except for the incubation with the primary antibodies. A
positive control was also used for the TUNEL analysis, as indicated in the manufacturer’s instructions.

Insulitis and glucagon score.  As previously reported'®*, insulitis and glucagon scoring were performed
according to the percentage of infiltrated/glucagon islet area: grade 0, 0%; grade 1, <10%; 10% < grade 2 >55%;
55% < grade 3 >75%; grade 4 >75%. Note that insulitis grade 0 involves pre-inflammation islets as well as
post-inflammation islets where infiltration has dispersed. Insulitis and glucagon were scored in the same pancre-
atic sections employed for alpha-cell mass and proliferation measurements, and thus, PCNA-positive cells (labelled
in brown) are also observed in the Supplementary Fig. 2. As in similar studies'®*’, immune cells in infiltrated islets
were easily visualized with the haematoxylin staining by their characteristic dense nuclei and small size.

Data representation and analysis. Statistical analysis was performed with GraphPad Software v5. After
testing for normality, we performed Student’s t-test or the nonparametric test Mann-Whitney when variables
were not normally distributed. Two-way ANOVA with Bonferroni correction was employed when required. Data
are presented as mean - SEM and statistical significance was set at p < 0.05 for all analyses.

Data Availability
The datasets generated during and/or analysed during the current study are available from the corresponding
author on reasonable request.
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SUPPLEMENTAL FIGURE 1
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Supplemental figure 1. Plasma glucose changes in RIP-B7.1 mice after
immunization. Time course of non-fasting glycemic values of a group of animals that
developed diabetes at the same temporal range after preproinsulin DNA vaccine
administration at day 0 (n=5 mice per condition). Data presented as mean = SEM. Two-

way ANOVA. Statistical significance is indicated: *, p<0.05; ***, p<0.001.



SUPPLEMENTAL FIGURE 2
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Supplemental figure 2. Insulitis and glucagon grades in pancreatic islets from
diabetic mice and controls. (a) Representative images of pancreatic islets from
controls and one-week or four-week diabetic animals are shown. Images illustrate
different degrees of insulitis. Glucagon staining is labeled in pink, while nuclei were
counterstained with hematoxylin-eosin. Scale bar: 50 um. (b) Insulitis scoring of islets
from one-week diabetic mice and controls represented as percentage of total islet

number (n=288 islets from 5 control mice; n=255 islets from 5 diabetic mice). (¢) Trend
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to negative correlation between the islet percentage stained for glucagon (glucagon
grade) and the insulitis grade in one-week diabetic mice (Pearson r = -0.7839, p=0.11).
(d) Insulitis scoring of islets from four-week diabetic mice and controls (n=352 islets
from 5 control mice; n=234 islets from 5 diabetic mice). (e) Negative correlation
between the islet percentage stained for glucagon (glucagon grade) and the insulitis

grade in four-week diabetic mice (Pearson r =-0.9745, p<0.01).
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Supplemental figure 3. Beta-cell number in the pancreas from control and diabetic
mice. Beta-cell number per pancreatic section in one-week (a) and four-weeks (b)
diabetic mice. All insulin-positive cells from two pancreatic sections were counted for
each mouse (n=5 mice per group). Each pancreatic section contained the whole tissue
area. (c¢) Representative images of pancreatic islets from two different diabetic mice in
both EAD stages, and their corresponding controls. Insulin is labelled in green,
glucagon in red and total nuclei in blue. Data presented as mean + SEM. Unpaired t-test.

Statistical significance is indicated: **, p<0.01.
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Supplemental figure 4. Representative images of control mice from figure 5.
Representative images of double-positive cells expressing pan-CK (green) and glucagon
(red) in the pancreas of control mice. (a) representative control image of the one-week
diabetic group. (b) representative control image of the four-weeks diabetic group.
Nuclei were stained with DAPI (blue). Right and left panels show enlargements of
boxed areas. White arrows indicate double-positive cells. Pancreatic ducts are indicated

(*). Scale bar: 20 um
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