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INFORMA
que la Tesis Doctoral titulada:

“Los receptores CB1 y GPR55 en la fisiologia del islote pancreatico y en
la fisiopatologia de la diabetes tipo 2”

gue presenta Dia. INMACULADA RUZ MALDONADO para optar al titulo
de Doctor en Ciencias, ha sido realizada bajo la direccién del Dr. D.
FRANCISCO JAVIER BERMUDEZ SILVA, investigador del Instituto de
Investigacion Biomédica de Malaga (IBIMA-A-013), actuando como tutor
académico de la misma el prof. Dr. D. FRANCISCO JOSE ALONSO
CARRION, Catedratico de Bioquimica y Biologia Molecular de la Facultad
de Ciencias.

Y para que asi conste a los efectos oportunos, firmo la presente en
Mdlaga a 17 de abril de 2017.

Campus de Teatinos s/n. 29071 Malaga. TIf. 95 213 71 32 Fax: 95 213 20 00 email: medina@uma.es
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FRANCISCO JAVIER BERMUDEZ SILVA, Doctor en Biologia e Investigador
Responsable de IBIMA-Hospital Regional de Mdlaga,

INFORMA

Que INMACULADA RUZ MALDONADO ha realizado en IBIMA-Hospital
Regional de Malaga y bajo mi direccion el presente trabajo de
investigacion titulado “Los Receptores CB1 y GPR55 en la Fisiologia del
Islote Pancreatico y en la Fisiopatologia de la Diabetes Tipo 2", que ha
sido objeto de su tesis doctoral, reuniendo el mismo las condiciones
necesarias para optar al grado de Doctor con MENCION EUROPEA, por lo
gue AUTORIZO de manera expresa su presentacion y defensa.

Y para que asi conste a los efectos oportunos, firmo la presente en
Malaga a 17 de abril de 2017.

Fdo. Francisco Javier Bermudez Silva
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ha realizado Diia. INMACULADA RUZ MALDONADO (Licenciada en Biologia por la
Universidad de Mdlaga) bajo la supervisidn del Dr. D. Francisco Javier Bermudez
Silva, investigador del “Instituto de Investigacién Biomédica de Malaga” (IBIMA).

Asimismo informar que en su formato actual, esta Tesis Doctoral, CUMPLE CON
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que AUTORIZO de manera expresa su presentacion.
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de abril de 2017.

Fdo. Francisco José Alonso Carrién.
(Tutor de la Tesis)
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FRANCISCO JAVIER BERMUDEZ SILVA, Doctor en Biologia e Investigador
Responsable de IBIMA-Hospital Regional de Malaga,

INFORMA

Que las publicaciones abajo resefiadas, y de las cuales soy autor de
correspondencia, no han sido utilizadas con anterioridad para avalar tesis
doctoral alguna.

* Bermudez-Silva FJ, Romero-Zerbo SY, Haissaguerre M, Ruz-Maldonado
I, Lhamyani S, El Bekay R, Tabarin A, Marsicano G, Cota D. Cannabinoid
CB1 receptors and mTORC1 signalling pathway interact to modulate
glucose homeostasis. Disease Models & Mechanisms 2016, Jan; 9(1):51-
61.

* Romero-Zerbo SY, Ruz-Maldonado |, Espinosa-Jiménez V, Rafacho A,
Gomez-Conde Al, Sanchez- Salido L, Cobo-Vuilleumier N, Gauthier BR,
Tinahones FJ, Persaud SJ, Bermudez-Silva FJ. The cannabinoid ligand LH-
21 reduces anxiety and improves glucose handling in diet-induced obese
pre- diabetic mice. Scientific Report (SREP-16-48498-R1; en segunda
revision).

Y para que conste donde proceda, firmo la presente en Mdlaga a 17 de
abril de 2017.

Fdo. Francisco Javier Bermudez Silva
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“Todas las células del organismo estan dirigidas hacia una finalidad: el bien del organismo. Deberiamos
aprender de la naturaleza porque todos somos células del gran cuerpo que es la sociedad.
Todo lo que sea dar es vida y todo lo que sea egoismo es muerte”.

Prof. Dr. D. Ignacio Nuriez de Castro
Catedratico de Bioquimica y Biologia Molecular (Jubilado)
Universidad de Mdlaga
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Prefacio
DESCUBRIMIENTO DE LOS ISLOTES DE LANGERHANS Y DE LA INSULINA

A modo de reconocimiento quisiera iniciar la escritura de esta tesis doctoral mencionando,
aunque sea someramente, aspectos de la biografia de algunos de los mas grandes cientificos que
contribuyeron a afianzar las bases del estudio fisiopatologico de la diabetes. Sin sus aportaciones, muy
probablemente, no hubiéramos podido alcanzar el nivel de conocimientos que tenemos en la actualidad
sobre esta enfermedad y otras relacionadas.

En primer lugar quisiera destacar la figura de Paul Langerhans, quien en 1869 describio como parte de sus
experimentos de doctorado, unos agregados de células de estructura histologica diferente a las ya
conocidas células acinares que conformaban, lo que hoy en dia es el pancreas endocrino. Su tesis, que
llevaba por titulo “Contribuciones a la anatomia microscopica del pancreas”, fue realizada en el
laboratorio de los eminentes patologos Rudolf Virchow y Julius Cohnheim del Instituto Patologico de la
Universidad de Berlin (Fig. 1).

Figura 1. A la izquierda se expone una fotografia de Langerhans cuando era estudiante en la Universidad de Berlin.
A la derecha, se muestra la portada de su tesis doctoral publicada en febrero de 1869 (Instituto Paul Langerhans, en
Dresden, Alemania).

Treinta aios después, el francés Gustave Laguesse bautizaria con el nombre de islotes de Langerhans (en
honor al alemdn) a esas agrupaciones celulares que se encuentran dispersas entre los acinos pancredticos.

A principios del siglo XX, los doctores Charles Best y Frederick Banting (Fig. 2), descubren la insulina y
con ello se dio un paso decisivo para el inicio de los tratamientos y la comprension de la diabetes,
enfermedad ya conocida por médicos griegos 2.000 afios a.c. y descrita como "una enfermedad en la que se
consumen los tejidos y se eliminan por la orina”. El 22 de enero de 1921, los doctores Best y Banting

inyectaron insulina por primera vez a un muchacho que padecia diabetes. Fue el primero de decenas, y
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después de cientos, miles y millones de personas que se han beneficiado de la administracion de esta
hormona. En 1923, Frederick Banting junto con el profesor John Macleod, jefe del departamento de
fisiologia y del laboratorio donde llevaron a cabo todos sus experimentos, recibian el Premio Nobel de
Medicina o Fisiologia. Como detalle de generosidad y agradecimiento el Dr. Banting regalo la mitad del
importe de este premio al Dr. Best.

Figura 2. Imagen del cirujano ortopedista Frederick Banting, el estudiante de medicina Charles Best, y un animal de
experimentacion diabético (Biblioteca Nacional de Medicina de la Universidad de Toronto).
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Abstract

ABSTRACT

THE ROLES OF CB1 AND GPR55 RECEPTORS IN PANCREATIC ISLETS
PHYSIOLOGY AND PATHOPHYSIOLOGY OF TYPE 2 DIABETES

A.- INTRODUCTION

Basic concepts on islets of Langerhans, insulin production and cellular signalling

The islets of Langerhans of the pancreas are structures very innervated and
well irrigated by blood capillaries whose main function is the regulation of blood
glucose homeostasis. Pancreatic islets are formed by 5 cell types: the insulin
producing beta (B) cells, the alpha (a) cells that secrete glucagon, the delta (8) cells
secreting somatostatin, the PP cells releasing pancreatic polypeptide and a small
group of epsilon (€) cells that secrete ghrelin. The presence of sufficient
concentrations of glucose in the capillaries that reach the pancreatic islets triggers the
mechanism of insulin release from B-cells. Glucose-stimulated insulin secretion (GSIS),
meaning the coupling between the stimulus (glucose) and the secretion (insulin), is a
biphasic process characterised by a rapid discharge of membrane-bound insulin
granules within the first minutes of the glucose stimulus (first phase), followed by a
slow but consistent relocation of vesicles from the cytosol of the B-cells towards the
plasma membrane, providing a sustained phase of insulin release (Rorsman et al.,
2000). Besides glucose, insulin secretion may also be stimulated by certain amino
acids such as alanine (Sener et Malaisse, 2002) or leucine (Zhou et al., 2010), free
fatty acids (FFA), as palmitate and oleate (ltoh et al., 2003; Ferdaoussi et al., 2012),
and neurotransmitters such as noradrenaline and certain neuropeptides (Rodriguez-
Diaz et al., 2011).

Insulin-mediated signalling affects the activity of tissues that are metabolically active
such as the liver, the skeletal muscle, the adipose tissue and the pancreatic islet itself
in order to induce the decrease of the plasma glucose levels. These effects are
mediated through the insulin tyrosine kinase receptor. Four intracellular signalling
pathways, closely interconnected between them are also implicated: Akt/PKB, AMPK,
AMP/CREB and mTOR pathways, respectively (Giorgino et al., 2005; Krook et Zierath,
2009; Fritsche et al., 2008; Tatulian, 2015).
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The protein kinase Akt (also known PKB), is a serine/threonine kinase that participates
in multiple cellular processes such as metabolism (primarily glucose metabolism),
apoptosis, angiogenesis, proliferation, transcription and cell migration (Hers et al.,
2011). CREB (.AMP response element-binding) is a transcription factor that binds to
DNA sequences known as CRE (.AMP response elements) regulating the transcription
of numerous genes implicated in processes such glucose metabolism, cell survival,
and complex neural functions like learning and memory, among others (Dalle et al.,
2011). The AMPK (AMP-activated protein kinase), is an enzymatic energy sensor
complex that responds to the increase in the AMP/ATP ratio in the cell. Activation of
AMPK occurs also through a wide range of metabolic stresses, including the lack of
glucose, exercise, hypoxia, ischemia, oxidative and hyperosmotic stresses. mTOR
(mammalian target of rapamycin) is the association of two kinase complexes,
MTORC1 and mTORC2, belonging to the family of|phosphatidy|inosito|—3 kinase—|
|re|ated kinases (PIKKs)| The mTOR complex behaves physiologically as a metabolic
sensor that is activated in response to extracellular signals such as nutrients, growth
factors and hormones like insulin itself (Howell et al., 2011; Sengupta et al., 2010;
Zoncu et al. 2011; Balcazar et al., 2009; André et Cota, 2012).

Type 2 diabetes is a metabolic disorder characterised by hyperglycemia resulting from
the combination of multiple factors among which periferal insulin resistance and the
inability of B-cells to produce a sufficient amount of this hormone to maintain
normoglycemia have a key role (Bowe et al., 2014). The disease usually begins with
the occurrence of peripheral insulin resistance (Kahn et al., 2006; Muoio et Newgard,
2008; Pajvani et Accili, 2015) to subsequently induce a progressive dysfunction of B-
cells (Kahn, 2001), and a clear reduction in their mass (Butler et al., 2003; Deng et al.,
2004). In spite of that, it has been estimated that only 15-20% of the individuals with
chronic resistance to insulin develop type 2 diabetes (Butler et al., 2003; Dons et al.,
2004; Polonsky, 2000). Type 2 diabetes affects areas like the central nervous system
(increasing the risk of cognitive dysfunction and dementia), the cardiovascular system
(inducing ischemic heart disease and stroke); the eye (being the largest cause of non-
traumatic blindness) and the kidneys (causing kidney failure). The disease also
displays a genetic component, resulting from the combination of environmental
factors (sedentary lifestyle, diet...) and genetic susceptibility to the development of
obesity and/or diabetes itself.

Akt-mediated signalling plays a central role in the uptake of glucose by metabolically
active tissues that respond to insulin, such as the muscle and the adipose tissues,
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facilitating the translocation of GLUTs from the cytosol to the plasma membrane.
Moreover, Akt-mediated signalling, inhibits hepatic gluconeogenesis, in the presence
of insulin (Steinberg et al., 2009). Due to its crucial role in glucose and lipid
metabolism alterations to the Akt signalling pathway contribute to the
pathophysiology of diabetes. The Akt-mediated signalling is usually down-regulated in
type 2 diabetes with; elevated levels of circulating free fatty acids (FFA), pro-
inflammatory cytokines or hormones like leptin have been implicated (Le Marchand-
Brustel et al., 2003; Hay, 2011). Additionaly, Akt positively regulates the activity of the
transcription factor CREB, through its direct phosphorylation (Du et Montminy, 1998)
which in turns induces the recruitment of accessory proteins that are necessary for
the transcription of genes maintaining cell survival, such as bcl-2 and mcl-1 (Nicholson
et Anderson, 2002; Inoki et al., 2002; Kovacina et al., 2003).

The ability of the agonists of the GLP-1 receptor to protect B-cells from apoptosis
through a AMP-dependent mechanism in animal models of diabetes (Drucker, 2003)
led to hypothesise that the transcription factor CREB might be involved in regulation
of pro-apoptotic genes and/or cell survival in the B-cell. Thus, numerous authors have
demonstrated that CREB promotes the survival of pancreatic islets, inducing
antiapoptotic genes or protein kinases that favour cell proliferation. CREB also
collaborates to the maintenance of the homeostasis of glucose, potentiating insulin
secretion, and its expression is altered in type 2 diabetes (Jhala et al., 2003; Persaud
et al., 2011; Costes et al., 2009). Several studies indicate that CREB has a sequence in
its primary structure that is recognized by the proteasome-ubiquitin complex, which
mediates its degradation in the B-cell under conditions of glucotoxicity. This limits the
post-transcriptional anti-apoptotic activities, enhances glucose sensitivity, and the
transcription of those control genes involved in glucose biosynthesis and insulin
secretion (Costes et al., 2009).

Due to the evidence that the activity of AMPK is decreased in type 2 diabetes
(Ruderman et Prentki, 2004; Bandyopadhyay et al., 2006; Xu et al., 2012) this kinase is
considered a therapeutic target for treating type 2 diabetes with several AMPK
activators that are used clinically to improve insulin sensitivity (Coughlan et al., 2014).

As discussed above, mTORC1 is a metabolic sensor that is activated from extracellular
signals such as growth factors, hormones and nutrients. It also increases the islet
mass and stimulates the B-cells mass in those physiological situations that demand it,
as is the case of hyperglycemia and insulin resistance. Glucose acts as a potent
stimulator of the B-cell mass through mTORC1 activity in rodents in vivo (Bernard et
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al., 1998; Bonner-Weir et al., 1989; Paris et al. 2003; Topp et al., 2004; Zhang et al.,
2015), and in B-cell lines (Gémez et al., 2004; Kwon et al., 2004; Bartolomé et al.,
2010). However, it is noteworthy to indicate that the hyperstimulation of mTORC1,
could lead to the overactivation of its target S6K1, for example by excessive nutrient
consumption (Cota et al., 2008; Woods et al., 2008). This would lead to a negative
feedback on IRS, causing a decrease in signalling through the insulin receptor and
contributing to insulin resistance and endoplasmic reticulum stress. These conditions
trigger B-cell dysfunction and progression to diabetes (Elghazi et al., 2010; Umco et
al., 2004; Ozcan et al., 2008; Bartolomé et al., 2014).

Oxidative stress in pancreatic islets and diabetes

Cellular oxidative stress results from the imbalance between the production
of reactive oxygen species (ROS) and/or reactive nitrogen species (RNS) and their
neutralization by the cellular redox buffers and the antioxidant systems (such as the
enzymes calatase (CAT), superoxide dismutase (SOD), glutathione reductase (GSHred)
or glutathione peroxidase (GSHper)) when the latter are not sufficient to control the
excess of ROS produced. ROS such as superoxide anion (O,7), hydrogen peroxide
(H,0,), hydroxyl radicals (OH), and reactive nitrogen species (RNS) such as nitric oxide
(NO’) and peroxynitrite (ONOO’), are molecules that can cause dysfunction and cell
death by alteration of metabolic pathways when in excess (Newsholme et al., 2007
and 2009). They also cause damage to cell membranes and important molecules such
as DNA, proteins, etc. (Boveris et al, 1972; Turrens 1997; Jonhson et al, 1999;
Chandra et al., 2000; Limon-Pacheco et Gonsebatt, 2009).

The principal sources of ROS in the cells are the mitochondrial complexes |, lll and IV
of the electron transport chain (NADH-ubiquinone oxidoreductase, reduced
ubiquinone-cytochrome c reductase, and cytochrome c oxidase, respectively), and the
enzymatic complex of the nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase
(NADPH oxidase). All these systems have been described in pancreatic B-cells.
Mitochondrial oxidative damage caused by ROS can increase the tendency of
mitochondria to release cytochrome c into the cytosol through the permeabilisation
of the mitochondrial outer membrane (MOMP) and therefore triggering the cell’s
apoptotic machinery.
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Elevated levels of glucose and/or circulating lipids, i.e, glucotoxic or lipotoxic
concentrations associated with type 2 diabetes, induce oxidative stress in different
cell types, including pancreatic islets (Newsholme et al., 2007; Keane et al., 2015,
Janikiewicz et al., 2015). It is worth to mention that the B-cell has a weak anti-oxidant
defense system and a low capacity to buffer the excess of ROS. In spite of that,
pancreatic islets have an active defense system against the excess of ROS, constituted
by enzymes such as peroxidase, glutaredoxin and thioredoxin (lvarsson et al., 2005),
and a buffer redox system consisting primarily of glutathione, a molecule present at
millimolar concentrations in the cell and which is maintained in its reduced state
(GSH) by the glutathione reductase. Recent studies have found also a marked
decrease in ROS induced by glucose in B-cells that has been linked to increased
activity of the pentose phosphate pathway and insulin secretion (Lanzen, 2008). In
situations of higher oxidative stress, however, these anti-oxidant systems might result
insufficient, leading to cell death, with a consequent impairment of the
GSIS. ROS is also able to induce pathways of intracellular signalling. For example, the
production of ROS induces by cytokines promotes the expression of the iNOS
(inducible- Nitrix Oxide Synthase), increasing NO release and the translocation of
NFkB to the nucleus (Liu et al,, 2014). In turns, NFkB induces the expression of the
NADPH oxidase allowing this enzyme to become the main source of cytosolic ROS.

NADPH oxidase was first described in phagocytes where it is involved in the
elimination of pathogens, although it is also present in other cell types, including -
cells. The activity of the NADPH oxidase is related to B-cell dysfunction as
demonstrated by studies in pancreatic islets from animal models of type 2 diabetes
and human diabetic subjects, where the expression and activity of this enzyme is
altered. Thus, it has been reported that in OLEFT (Otsuka Long Evans Tokushima
Fatty) rats and in db/db mice, the catalytic components of this enzyme complex are
overexpressed (Nakayama et al., 2005). Similarly, the levels of mRNAs encoding the
catalytic subunits of the NADPH oxidase complex were clearly increased in islets
isolated from humans suffering of type 2 diabetes (Marchetti et al., 1998).

ROS generated in the cytosol of B-cells by the NADPH oxidase and those produced by
the mitochondrial metabolism, contribute to regulate insulin secretion and cell
integrity (Uchizono et al. 2006; Imoto et al., 2008). All these observations lead to the
hypothesis that the molecular design and the pharmacological use of specific
inhibitors of the NADPH oxidase could be useful to reduce ROS and RNS, constituting
a new therapeutic strategy for the treatment of type 2 diabetes.



Abstract
Apoptosis and regulation of the B-cell mass in the pancreatic islet during diabetes

As it is very well known, apoptosis or programmed cell death, is a
physiological mechanism, crucial for the maintenance of tissue homeostasis. The size
of the pancreatic B-cell mass is maintained through a fine balance between the rate of
cell replication and apoptosis as the rate of neogenesis in the adult human pancreas is
considered insignificant compared to rodents (Finegood et al., 1995; Bonner-Weir,
2000). A decrease in the rate of replication or an increase in apoptosis would cause a
severe deficit in the B-cell mass of the human pancreatic islets.

The decrease in the B-cell mass observed in type 2 diabetes is probably due to an
increase in the pro-apoptotic activity in these cells (Butler et al., 2003; Bouwens et
Rooman, 2005; Oh, 2015) whose prevention could therefore have therapeutic
benefits. Among the mechanisms involved in the development of the apoptotic B-cell
process, the glycotoxic and lipotoxicity phenomena (Wali et al., 2014; Del Guerra et
al., 2005; Biden et al., 2014), the accumulation of amyloid oligomers (Janson et al.,
1999) and inflammatory factors (Maedler et al., 2002) play a very relevant role.

The endocannabinoid system and the LPI-GPR55 system

The endocannabinoid system (ECS) is an intercellular communication network
that regulates several homeostatic processes, including energy balance, lipid and
carbohydrate metabolism (Osei-Hyiaman et al., 2005; Pagotto et al., 2006; Cota, 2007,
Di Marzo, 2009; De Petrocelis et Di Marzo, 2009; Gatta-Cherifi et Cota, 2015; Gruden
et al., 2015). The SEC consists of three types of molecular components: i) the
cannabinoid G-protein couple receptors (CB1 and CB2); ii) the cannabinoid ligands or
endocannabinoids (anandamide (AEA) and 2-arachidonyl glycerol (2-AG)), and iii) the
enzymes responsible for the synthesis and the degradation of these compounds.

The expression of CB1 is especially intense in the brain, where it regulates processes
such as appetite, satiety, body temperature, locomotion and mood but it has also
been identified in peripheral tissues such as liver, skeletal muscle, intestinal tract,
adipose tissue and the endocrine pancreas (Osei-Hyiaman et al., 2005; Liu et al., 2005;
Massa et al., 2005; Juan-Picé et al., 2006; Cota, 2007; Bermudez-Silva et al., 2007; De
Petrocellis et al., 2007; Bermudez-Silva et al., 2008; Nakata et Yada, 2008; Starowicz et
al., 2008; Tharp et al., 2008; Li et al., 2010; Li et al., 2011). The CB2 receptor is mainly
localised in cells of the immune system, such as macrophages, B lymphocytes and NK
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cells. CB2 is also expressed in the central nervous system (Van et al., 2005) and other
brain regions (Skaper et al., 1996; Nufiez et al., 2004), as well as in tissues such lungs,
spleens, liver, adipose, skeletal muscle and the endocrine pancreas (Howlett et al.,
2002; Mallat et Lotersztajn, 2006; Juan-Picé et al., 2006; Cavuoto et al., 2007;
Bermudez-Silva et al., 2008; Nakata et Yada, 2008; Starowicz et al., 2008; Tharp et al.,
2008; Liet al., 2010; Li et al., 2011).

Despite being initially considered as the third cannabinoid receptor (CB3) there is a
significant controversy to include the GPR55 receptor as a member of the SEC. There
are a number of compelling reasons for this; for example, GPR55 only shares a 14% of
homology with CB1 and CB2 (Baker et al., 2006), and lacks of the binding site typical
of the cannabinoids (Kotsikorou et al. 2011). On the other hand, GPR55 belongs to the
6 group of class A GPCRs while CB1 and CB2 belong to the a subfamily. Although
GPR55 is pharmacologically responsive to cannabinoids, its proper endogenous ligand
seems to be the lysophysolipid 1-a-lysophosphatidylinositol (LPI), (Oka et al., 2007) or
a related compound, the 2-Arachidonyl-LPI (Oka et al., 2009). Therefore, with the
current state of knowledge, it seems more appropriate to consider the LPI-GPR55
system as an independent signalling system, with molecular connections to the SEC.

In addition to the brain, GPR55 is also expressed in peripheral tissues of humans,
mice, and rats such as in spleen, adrenal glands and bone (Sawzdargo et al., 1999;
Ryberg et al., 2007; Whyte et al., 2009) as well as in metabolically relevant tissues
such as the adipose tissue (Moreno-Navarrete et al., 2012), the gastrointestinal tract
(Ryberg et al., 2007; Lin et al., 2011; Schicho et al., 2011), the liver (Sawzdargo et al.,
1999; Romero-Zerbo et al., 2011; Moreno-Navarrete et al., 2012), the skeletal muscle
(Simcocks et al., 2014), and the pancreatic islets. The latter are the subject of the
present study.

Pharmacological tools to study the CB1 and GPR55 receptors

The CB1 receptor is coupled to heterotrimer Gy, (inhibitory) proteins, which
promote inhibition of adenylate cyclase, the activation of K channels, as well as the
mitogen-activated protein kinases (MAPKs) (Howlett et al., 1990; Demut et Molleman,
2006; Fonseca et al., 2013) and the PI3K/PDK/PKB kinase pathways (Gomez del Pulgar
et al., 2000; Blazquez et al., 2015). In addition, CB1 couples through By dimer of G/, to
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other effectors such as voltage-sensitive Ca** channels and K' channels. Indeed
there’s not a consensus on the effects of the activation of the cannabinoid receptors
in terms of intracellular concentration of Ca*" as some piece of work state they reduce
the [Ca®"]; through the closure of voltage-dependent Ca**channels in neuronal cells
(Mackie et Hille, 1992); contradictorily, it has also been argued that cannabinoids
could induce transient elevations of intracellular Ca®* (Sugiura et al., 1996).

There is a large group of compounds available for the study of the cannabinoid
receptors, most of which behaving as agonists or antagonists. In this doctoral thesis
we have used the following: a) Rimonabant (SR141716A), was the first selective
blocker of CB1 to be approved for pharmacological use almost anywhere in the world
(Rinaldi-Carmona et al., 1994; Pertwee, 1997; Sun et al., 2012); b) LH-21, a molecule
identified as a neutral antagonist of CB1 in both in vitro and in vivo experiments, and
c) ACEA, a synthetic analogue of the endogenous cannabinoid ligand AEA.

GPR55 is a GPCR associated with Ga;; (Ryberg et al., 2007; Henstridge et al., 2009;
Lauckner et al., 2008; Whyara et al., 2009) and Ga, protein subunits (Lauckner et al.,
2008). A large number of cannabinoid ligands have been identified as able to interact
with GPR55 (Pertwee et al., 2010).There are studies suggesting that AEA and 2-AG are
GPR55 agonists (Rybert et al., 2007; Lauckner et al., 2008; Waldeck- Weiermair et al.,
2008; Henstridge et al., 2009), but there is little evidence for considering AEA or 2-AG
as ligands of GPR55 (Pertwee et al.,, 2010). Other synthetic cannabinoids such as
rimonabant could also activate GPR55. In fact, rimonabant-dependent activation of
GPR55 could be at the basis of the therapeutic effects associated with this
cannabinoid ligand in obesity (Kapur et al., 2009; Yin et al., 2009; Henstridge et al.,
2010).

As it has been supported by numerous studies the Cannabidiol (CBD) appears to
behave as a GPR55 antagonist (Ryberg et al., 2007; Lauckner et al., 2008; Whyte et al.,
2009). On the contrary, other synthetic ligands such as 0-1602 or Abnormal
cannabidiol (Abn-CBD), analogous to CBD, are considered the most selective synthetic
GPR55 agonists (Johns et al., 2007; Ryberg et al., 2007; Waldeck-Weiermair et al.,
2008; Romero-Zerbo et al., 2011; Godlewski et al., 2009; Whyte et al., 2009; Mckillop
et al., 2013). Abn-CBD is an atypical cannabinoid because it shows no affinity for the
cannabinoid receptors CB1 and CB2. This compound has been used in this doctoral
thesis.

10
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CB1 receptor in the physiology of the endocrine pancreas

Given the role of the endocrine pancreas and the endocannabinoid system in
the energetic homeostasis, the involvement of this signalling network in the
regulation of insulin secretion has been object of studies in recent years. At present,
the literature on the expression and function of the cannabinoid receptors in the
islets of Langerhans is confusing and somehow contradictory. However, it does seem
to be established, that CB1 is expressed in pancreatic islets having capacity to
modulate insulin secretion (Bermudez-Silva et al., 2008; Persaud et al., 2012),
although the mechanisms behind this process are not completely understood. Hence,
part of the aims of this thesis focuses on the study of the intracellular signalling
downstream to CB1. A recent study suggests that activation of CB1 can recruit Akt
and ERK1/2 to activate FAK and promote the formation of focal adhesion plaques that
would allow the release of the insulin vesicles corresponding to the second phase
secretory pool (Malenczyk et al., 2013). On the other hand, studies carried out by our
group, and recently published (Bermudez-Silva et al., 2016), indicate that the
modulation of insulin secretion by CB1 requires a functional mMTORC1 pathway. It has
also been shown that the activation of CB1 inhibits the signalling through the insulin
receptor, modulating the activity of the IR/IRS2/Akt pathway, which favours survival
and proliferation of the B-cell (Kim et al., 2011).

CB1 has been implicated in the production of ROS in cell types, such as neurons, (Ma
et al., 2015; Palomba et al,, 2015) but no information is available about the role
played by CB1 in the production of ROS, in B-cells. Therefore the investigation of the
production of ROS mediated by CB1 in pancreatic islets is another aim of this doctoral
thesis.

GPR55 receptor in the physiology of the endocrine pancreas

The expression of GPR55 has been identified at the level of mMRNA and protein
in rat and mouse B-cell lines (BRIN-BD11 and MING6 respectively) and in rat, mouse
and human pancreatic islets (Romero-Zerbo et al., 2011; Li et al.,, 2011; McKillop et
al., 2013). Experiments of immunohistochemistry indicate that GPR55 is expressed in
the B-cells of mouse and rat islets (Romero-Zerbo et al.,, 2011), suggesting a
physiological role in the control of insulin secretion. Our research group reported also
that 0-1602, a GPR55 agonist, potentiates GSIS in rat and mouse islets. This effect was

11
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abolished in GPR55”" (KO) mice, showing that the effect was specific for GPR55
(Romero-Zerbo et al., 2011). Subsequently, other authors have demonstrated that
GPR55 agonists (AM251, 0-1602, Abn-CBD and the acetylethanolamides OEA and
PEA) stimulate insulin secretion in islets of mouse and BRIN-BD11 cells (McKillop et
al., 2013).

It is known that elevations in [Ca®']; are important in the transduction of the
stimulatory effects of GPR55 agonists. Thus 0-1602 induced transient elevations of
[Ca®]; in rat islets (Romero-Zerbo et al., 2011) and AM251, 0-1602, Abn-CBD, OEA
and PEA also caused rapid increases in Ca** flux in MIN6 and BRIN-BD11 cell lines
(Ning et al., 2008; McKillop et al., 2013). GPR55-mediated activation of PLC can occur
by the classic Gog pathway but also by Gays, as suggested by the work of Liu et al. (Liu
et al., 2014), since this subunit has been identified in islets (Skoglund et al., 1999;
Hammar et al., 2009). In accordance with the above, it could be suggested that LPI,
acting on GPR55, could promote insulin secretion in pancreatic islets. There is also
evidence that GPR55 may play a role in B-cell survival since islets of GPR55”" mice
were significantly more susceptible to apoptosis than the islets of WT mice (Liu et al.,
2013; Liu et al., 2014).

Pancreatic CB1 receptor in the physiopathology of type 2 diabetes

Animals fed a high fat diet show a dysregulation of the endocannabinoid
system and elevated levels of endocannabinoids in plasma (Matias et al., 2006;
Starowsky et al., 2008). This high endocannabinoid tone elevates plasma insulin
concentration, thereby increasing the hyperglycemic effects caused by peripheral
resistance to insulin (Di Marzo, 2008). In this regard, blockade of CB1 receptors with
rimonabant in isolated islets of obese and diabetic Zucker rats showed a decrease in
basal insulin secretion (Getty-Kaushik et al., 2009). In addition, the aforementioned
CB1 blockade prevents hyperinsulinemia and protects against the loss of B-cell mass
in chronically treated diabetic rats (Duvivier et al., 2009). In another study, diet-
induced obese Wistar rats were treated with an organic extract of cannabis, observing
a decrease in animal weight and a protection of B-cells from the negative effects
caused by obesity (Levendal et al., 2012). Although it is not possible to determine for
sure which components of the extract were responsible for the registered effects, the
high levels of CB1 in these animals suggest a blockade of the signalling through CB1
(Levendal et al., 2012).

12
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It is also important to highlight the role of macrophages that infiltrate the pancreatic
islets in the insurgence of diabetes and its progression. Thus, the modulation exerted
by the endocannabinoids through the CB1 receptor expressed in macrophages seems
to be very relevant in the inflammatory phenomena leading to B-cell failure during
type 2 diabetes (Jourdan et al., 2013).

Taken together, all these results suggest an important role for the pancreatic CB1
receptor in the pathophysiological processes of type 2 diabetes.

Pancreatic GPR55 receptor in the physiopathology of type 2 diabetes

The role played by GPR55 in the physiopathological changes occurring during
type 2 diabetes is still unknown; similarly, the potential therapeutic intervention
through this receptor to ameliorate the diabetic conditions is not completely clear.

Unfortunately, there are no studies investigating possible changes in the expression
or the signalling through this pathway in animal models of diabetes, or diabetic
individuals, nor any studies exist linking GPR55 with pathophysiological conditions of
pancreatic islets such as hyperinsulinemia, intra-islet inflammation, oxidative stress or
B-cell apoptosis and islet mass reduction. However, it is worth to note that, it is
possible that some of the beneficial effects assigned to the blockade CB1 are
mediated at least in a part by GPR55 as certain cannabinoid ligands, such as
rimonabant, retain the ability to activate GPR55. In addition, the role that GPR55
plays in the function and survival of pancreatic B-cells under normal physiological
conditions suggests that it may also play a prominent role in the pathophysiology of
type 2 diabetes (Simcocks et al., 2014). On the contrary, the role of GPR55 in obesity,
an important risk factor for type 2 diabetes, and very often a pathological condition
that precedes its onset, seems to be better established (Diaz-Arteaga et al., 2012;
Imbernon et al., 2014; Moreno-Navarrete et al., 2012). Taken together, these data
seem to support that GPR55 may play an important role in obesity, suggesting that it
may also be involved in type 2 diabetes. However, the contribution of this receptor in
islets of Langerhans to the hyperinsulinemia, intra-islet inflammation, oxidative stress
or apoptosis remains without clarification. All of these processes are related to failure
of B-cells typical of diabetes.

13
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B.- JUSTIFICATION OF THE STUDY AND AIMS

The following text summarises a set of fundamental ideas, serving as
justification for the formulation of the aims of this doctoral thesis.

Glucose-stimulated insulin secretion (GSIS) in pancreatic B-cells is modulated
by multiple factors, such as nutrients, incretins and other substances, including
endocannabinoids. The intracellular signalling network that regulates GSIS is
therefore extraordinarily complex and multifactorial. In type 2 diabetes these
signalling pathways are altered, which is reflected in the loss of the B-cell mass and
alterations in the production of insulin. Cannabinoids exert their regulatory functions
on GSIS by acting mainly through the CB1 receptor and other related receptors such
as GPR55. The beneficial effects of the pharmacological intervention via these
receptors are known, but the information found in the scientific literature regarding
their pattern of expression and their ability to modulate GSIS of these receptors is
somehow confusing and even contradictory. Little is known about the effects on some
signalling pathways such as those of AKT, AMPK or CREB transcription factor, that
control cell proliferation, survival from apoptosis and therefore B-cells mass, in both
normal and type 2 diabetes conditions. Studies in tissues other than the endocrine
pancreas have been performed and demonstrated a role for the CB1 receptor in the
mechanisms of cell death and survival involving the Akt/mTOR pathways; to date, it is
not clear if both signalling pathways converge on pancreatic islets. In this context, our
research group was recently the first to establish, a functional connection between
the CB1 receptor and the mTORC1 signalling pathway in pancreatic B-cells. No
information is available in the literature about the effects that the CB1 receptor may
have on the modulation of reactive oxygen species (ROS), a very important aspect
related to the damage that pancreatic islets undergo during type 2 diabetes. A similar
situation occurs with GPR55 in relation to cell survival, since this receptor has been
associated with proliferative and apoptotic processes in tissues other than pancreatic
islets. Finally, although some CB1 antagonists have been described as GPR55 agonists,
these effects are still not well established so warrant further investigation.

14
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According to these general ideas, this doctoral thesis proposes the following aims:

1. To analyse the modulation exerted by the cannabinoid receptors CB1 and GPR55
on the intracellular signalling pathways mediated by AKT, AMPK and the CREB
transcription factor, involved in the regulation of proliferation, mass growth and
energetic status of the pancreatic B-cells in islets of healthy (WT) and pre-diabetic
mice, as well as in human islets.

2. To study the modulation of CB1 and GPR55 in the pancreas, the effects on
glucose-stimulated insulin secretion (GSIS), and the changes in intracellular Ca** in
islets from C57BL/6J WT and GPR557" mice as well as non-diabetic human islets,
after treatment with CB1 antagonists or GPR55 agonists in vitro.

3. To analyse how the antagonism of CB1 affects the mTOR signalling pathway in
islets of healthy (WT) and pre-diabetic mice and what effects it induces on GSIS.

4. To evaluate the modulatory effects that the inhibition or the activation of CB1
exerts on the production of reactive oxygen species (ROS) in rat pancreatic islets
and in healthy (WT) and pre-diabetic murine islets.

5. To investigate the role played by GPR55 in the mechanisms of cell survival and
susceptibility to apoptosis of pancreatic islets isolated from WT and GPR55”" mice
as well as human islets after treatment with cannabinoid ligands in vitro.

C.- MAIN TECHNIQUES/PROCEDURES USED:

To achieve the aims of this doctoral thesis we have made use of the following
main techniques or procedures: techniques for the molecular characterization of
proteins (Western blot) and hormones (ELISA or RIA); confocal techniques; isolation
of pancreatic islets from rats and different murine strains including a C57BL/6J pre-
diabetic model developed by our group; intracellular Ca** measurements in B-cells
from pancreatic islets; in vitro static experiments of glucose-stimulated insulin
secretion; in vitro experiments of dynamic insulin secretion (perifusion);
quantification of ROS production in pancreatic islets treated with cannabinoid ligands
and, measurements of caspases 3/7 activity to determine islets apoptosis capability,
among other general laboratory procedures.
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All the experiments were carried out in 3 different laboratories: a) Hormones-
Research Laboratory, Regional Hospital of Mdlaga (Spain); b) Laboratories of the
Department of Physiology and Biophysics of the Institute of Biomedical Science of the
University of Sao Paulo (Brazil) and, c) Laboratory of the Division of Diabetes and
Nutritional Sciences, Diabetes Research Group, King's College London, London, (UK).

D.- SUMMARY OF THE MAIN RESULTS AND DISCUSSION

CB1 and GPR55 signalling in pancreatic islets

Generation of an animal model of obesity and pre-diabetes

We have characterised an animal model of obesity and pre-diabetes
generated by the prolonged feeding with a commercial available fat-enriched diet,
where 45% of the calories consumed originated from fat. For this purpose, we used
mice of C57BL/6J strain. Our data confirmed how mice that were fed a high-fat diet for
15 weeks had the features proper of the pre-diabetes, metabolically resembling the
human pre-diabetic state and thus constituting a valid model for the molecular study
of the signalling pathways and processes altered during the pathogenesis of type 2
diabetes.

In particular, our animal model was used to characterise the involvement of the CB1
receptor expressed by pancreatic islets in the alterations that are possibly produced in
some intracellular signalling pathways such as AKT, CREB, AMPK (aim 1) and mTORC1
(aim 3), as well as and in the production of reactive oxygen species (ROS) (aim 4)
during the development of diabetes.

Modulation of the Akt, CREB and AMPK intracellular pathways induced by CB1

Regarding to this topic, we carried out both in vivo and in vitro experiments.
For the in vivo experiments we use pancreatic islets obtained from both pre-diabetic
C57BL/6J and C57BL/6J healthy (WT) mice. Prior to islet isolation, mice were injected
with the CB1 antagonist rimonabant and then challenged with a glucose overload. For
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the in vitro experiments islets isolated from CD-1 mice or non-diabetic human donors,
treated with the CB1 antagonist LH-21, were employed, under conditions of high and
medium concentration of glucose. To estimate the modulation induced by CB1 of the
Akt, CREB and AMPK intracellular signalling pathways, the phosphorylation of the
mentioned proteins was evaluated by Western blot.

Data from the in vivo experiments showed a decrease in the phosphorylation of AKT
and an increased in the phosphorylation of both CREB and AMPK, in islets obtained
from non-diabetic healthy animals treated with rimonabant respect to the ones
treated with vehicle. We obtained qualitatively similar results in the in vivo
experiments carried out with islets obtained from pre-diabetic animals although the
magnitude of the changes in the phosphorylation of the proteins studied was smaller
and statistically non-significant. This fact would suggest that the signalling pathways
mediated by Akt, CREB and AMPK are not much affected in response to glucose in pre-
diabetic animals.

In the in vitro experiments, carried out with islets obtained from CD-1 mice treated
with LH-21, changes in the phosphorylation of the Akt, CREB and AMPK proteins were
also observed. In particular, in high glucose conditions, a decrease in the
phosphorylation of Akt and an increase in the phosphorylation of CREB were
registered, similarly to what occurred with islets from non-diabetic mice treated with
rimonabant in vivo. In contrast, phosphorylation of AMPK decreased, an effect
opposite to that observed with rimonabant in vivo.

With regard to Akt, whose activation in pancreatic islets stimulates survival and
proliferation (Elghazi et al., 2007), genetic and pharmacological experiments
previously performed using murine pancreatic islets have shown that both the lack of
CB1 as well as its pharmacological blockade increase Akt phosphorylation (Kim et al.,
2011). Moreover, in the db/db diabetic mice, blockade of CB1 led to an increase in the
proliferation of the B-cells (Kim et al., 2011). Therefore, it could be thought that CB1
blockade would have beneficial effects on pancreatic islets in general and in the
diabetic condition in particular. These results contrast with those obtained when using
murine islets in vitro and in vivo, but they could be explained if we think that the mice
we have generated by prolonged feeding with a high-fat diet are more a model of pre-
diabetes rather than diabetes. Other discrepancies between our results and those
obtained by other authors could be explained by the different features of the
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pharmacological blocker of CB1 used or their possible interaction with other receptors
such as GPR55.

With respect to CREB, our results suggest that rimonabant induces cell growth in
pancreatic islets of control mice but not in islets from pre-diabetic mice, indicating
that an impairment exists in the ability of the CB1 receptor to modulate the CREB
transcription factor in the pre-diabetic state. These results could be interpreted based

on the ability of CB1 to modulate the intracellular AMP level. It is noteworthy that
certain endocannabinoids increased phosphorylation of CREB, being this effect
suppressed after treatment with rimonabant (Casu et al., 2005; Isokawa, 2009). One
possible explanation for these discrepancies might be found in the fact that this
modulation exerted by rimonabant was dependent on the context of the specie and
the tissue. Alternatively, again we cannot rule out that rimonabant and LH-21 might
exert their actions through other receptors such as GPR55.

Regarding the metabolic sensor AMPK, in vivo treatment with rimonabant increased
the phosphorylation of the AMPK in pancreatic islets from mice fed the control diet. In
contrast to rimonabant, our in vitro experiments on the blockade of the CB1
cannabinoid receptors with LH-21 show that a decrease in the phosphorylation of the
AMPK protein occurs in murine islets, rather than an increase. The reason for these
differences between the in vivo and the in vitro experiments are not easy to establish
and would require more detailed studies; although it is clear that the environment of
a cell in an islet in vitro is not the same as it is in vivo, due to the lack of blood supply
and the normal neuro-endocrine control.

With respect to experiments on human islets, blockade of CB1 in islets treated with
LH-21 in vitro, markedly increased the phosphorylation of AKT rather than decreasing
it, as it occurred in murine islets with both LH-21 and rimonabant in vivo. However,
not chances in CREB or AMPK phosphorylation were observed. The different effects
observed when using human pancreatic islets instead of murine islets indicate that
there are clear inter-species differences in the action of CB1 in the modulation of the
signalling pathways studied.

In summary, as discussed in this section, CB1 modulates the AKT, CREB and AMPK
signalling pathways in pancreatic islets, suggesting that some of the beneficial effects
reported for CB1 blockade in islets could be mediated by these pathways, especially
related to the role of AKT and CREB in increasing the B-cell mass. In addition, the
response to pharmacological manipulation of CB1 is different in islets from pre-
diabetic mice than controls, suggesting that these receptors may play some role in the
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pathophysiology of type 2 diabetes.

On the other hand, and given the repeated inter-species differences found, it is
necessary to point out the desirability of studies in human islets, both from diabetic
and non-diabetic donors, to validate the results obtained in rodent islets, as well as to
use several CB1 agonists and antagonists with the scope to unambiguously determine
the true role of CB1 in the modulation of these intracellular pathways in order to
clarify their possible participation in the pathogenesis and pathophysiology of type 2
diabetes in human.

Finally, we cannot rule out that some of the effects observed with rimonabant or LH-
21 might be mediated through other receptors, such as GPR55, since the actions of
these molecules have been described through this receptor (Ruz-Maldonado et al.
2015; Henstridge et al., 2010).

AKT, CREB and AMPK intracellular pathways modulation by GPR55

In addition to CB1, we have studied the ability of GPR55 to modulate the AKT,
CREB and AMPK signalling pathways in pancreatic islets isolated from healthy mice
and human donors. These experiments were carried out in vitro and the islets were
treated with Abn-CBD, a selective agonist of GPR55. Thus we found that Abn-CBD is
able to modulate all the three pathways mentioned above in murine islets but only
the AKT pathway in human islets. These results suggest that the endogenous ligand of
GPR55, LPI, could signal through these pathways to exert its biological effects. In
particular, Abn-CBD decreased Akt phosphorylation and increased CREB
phosphorylation and AMPK in murine islets whereas in human islets it increased the
AKT phosphorylation without altering the phosphorylation status of both CREB and
AMPK. Thus, GPR55 in murine and human islets could play a role in AKT-mediated
processes, such as cell proliferation and regulation of the B-cell mass.

For what concerns CREB, LPI, AM251 and rimonabant have all been shown to increase
its levels of phosphorylation in HEK293 cells (Henstridge et al., 2010), but there are no
publications linking GPR55 to the signalling via AMPK. In addition, none of these
studies have been performed in pancreatic islets, nor have they been linked to the
pathophysiology of type 2 diabetes. To our knowledge, the results presented in this
thesis constitute the first evidence of the modulation of these signalling pathways
through GPR55. Although we cannot exclude that part or all of the effects exerted by
Abn-CBD on the modulation of these islet pathways may be mediated by other
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receptors. In this sense, it should be remembered that Abn-CBD has also been
associated with GPR18 (McHugh et al., 2010; Console-Bram et al., 2014) that has been
identified in the pancreas (Rajaraman et al., 2016).

Likewise, as was the case for CB1, differences between the results obtained with
murine and human islets were again observed, suggesting inter-species differences in
the signalling pathways that are recruited after GPR55 activation. This fact
underscores the need to use also human islets to validate GPR55 as a possible
therapeutic target for type 2 diabetes.

Role of CB1 and GPR55 on the insulin secretory response induced by glucose

In this thesis, the effects of rimonabant, LH-21 and Abn-CBD on glucose-
stimulated insulin secretion were evaluated in murine pancreatic islets (strains used:
ICR, C57BL/6J WT and C57BL/6) GPRSS'/') and human islets from non diabetic donors.
Measurements of change in intracellular Ca** concentration, together with
experiments of static and dynamic insulin secretion (perifusion) were carried out.

Despite the confirmation of the expression of CB1 by both rodent and human B-cells
(Bermudez-Silva et al., 2008; Li et al., 2010; Kim et al., 2011; Gonzalez-Mariscal et al.,
2016), it is not yet clear what are the effects on insulin secretion induced by a
blockade or a stimulation of CB1.

The results obtained in this doctoral thesis show that rimonabant decreases insulin
secretion under static conditions when islets from non pre-diabetic C57BL/6J mice are
used, and that LH-21 shows the same effect in murine (ICR) and human islets, but not
in islets from C57BL/6) mice where LH-21 does not appear to have an effect.

It is well known that the mobilisation of intracellular Ca®" is coupled to insulin
secretion. Therefore, we also wanted to investigate the behaviour of Ca* fluxes in the
presence of high glucose and CB1 antagonists, using LH-21 as candidate lead. Our
results show that LH-21 increased [Ca®'], both in pancreatic islets of C57BL/6) and
human donors. These results would naturally lead to an increase in the insulin
secretion in the presence of LH-21, something that was not observed in the static
secretion experiments and that, in turn, was clearly evident under dynamic conditions
(perifusion). The reason for the opposite behaviours in the insulin secretions between
conducting static and dynamic experiments, most likely lie in the different
experimental design behind the two techniques. In our opinion, the particular nature
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of the dynamic assay makes the result more accurate and precise and, above all,
unaffected by interferences eventually induced by the accumulation of other
hormones or metabolites in the static assays (Li et al., 2011).

Thus, it could be concluded that both LH-21 and rimonabant have a direct effect on
pancreatic islets, modulating insulin secretion. Taking into account that the
experiments of dynamic insulin secretion constitute an experimental design closer to
the situation in vivo, one might think that the physiological action of these molecules
would be to favour the increase of insulin secretion, which theoretically would help to
improve the regulation of plasma glucose. However, we cannot forget the technical
limitations of the model, such as the use of isolated islets, deprived of innervation and
input by factors released from other tissues.

We have also investigated the possible implication of GPR55 in the modulated effects
caused by LH-21, for which we used islets isolated from C57BL/6J WT and transgenic
GPR557", mice which were treated with different concentrations of LH-21. We found
that in islets obtained from GPR55" mice, [Ca®"]; is not further increased as well as
glucose-induced insulin secretion when glucose is used in combination with LH-21 at
1nM and 100nM. Therefore, it can be stated that at least part of the potentiation of
insulin secretion induced by LH-21 in pancreatic islets are mediated by GPR55, rather
than CB1 as initially thought (Ruz-Maldonado et al., 2015).

Moreover, we studied the role of GPR55 in the glucose-stimulated insulin secretion.
For this, we have used the most well-known GPR55 agonist to date, the Abn-CBD. We
carried out experiments of static and dynamic secretion. Probably the most interesting
results were obtained with the dynamic approach. In experiments of dynamic insulin
secretion, release of insulin was significantly increased upon treatment with Abn-CBD
in both, mouse and human islets, with no effect at 10uM in islets isolated from
C57BL/6) GPR55”" mice. The effect on human islets was clearly dose-dependent.
Therefore, it is possible to conclude that Abn-CBD increases the secretion of insulin in
mouse and human islets; an effect being mediated by GPR55 at least in mice.

In relation to the results of the dynamic secretion it is striking that at 10uM the effect
seems to be dependent on the presence of GPR55, while at the lowest concentration
(1uM), the potentiation of insulin secretion is observed in both islets from C57BL/6J
WT and GPR55'/', which would lead to the conclusion that Abn-CBD has also effects
independent than GPR55. A possible explanation for this fact is that Abn-CBD may be
acting at low concentrations through another receptor, such as GPR18, which has also
been implicated in Abn-CBD actions (Console-Bram et al., 2014; Lu et al., 2013).
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Therefore, our results confirm a role for Abn-CBD in glucose-stimulated insulin
secretion through GPR55, as well as possible extra-GPR55 effects that are also
stimulatory of insulin secretion. These Abn-CBD effects are also present in human
islets, suggesting that this molecule could constitute a new pharmacological tool to
treat type 2 diabetes.

Interaction between the cannabinoid receptor CB1 and the mTORC1 signalling
pathway

Together with the study of the modulation of the signalling pathways of Akt,
CREB and AMPK by CB1, the mTORC1 pathway has also been object of studies in the
present thesis, with some of these results been already published (Bermudez-Silva et
al.,, 2016)

In vitro treatment of pancreatic islets with rimonabant increased the phosphorylation
of the kinase p70S6K, target of the mTORC1 protein complex, an effect that was
reversed by pre-incubation with rapamycin (selective inhibitor of mTORC1). Therefore,
our results suggest that CB1 blockade increases the activation of the pathway,
participating in the physiological actions mediated by CB1. This may be the
mechanism by which CB1 blockade induces proliferation and increase of B-cell mass
(Kim et al., 2011; Bermudez-Silva et al., 2016). In addition, we have found that
mTORC1 is involved in the modulation of insulin secretion exerted by CB1, since the
decrease induced by rimonabant in isolated pancreatic islets in static secretion
experiments is dependent on the existence of a functional mTORC1 pathway. Blockade
of this pathway with rapamycin eliminated the effect of rimonabant on insulin
secretion.

We have also studied the activation of mTORC1, by the quantification of the
phosphorylation of p70S6K, in pancreatic islets from healthy and pre-diabetic mice
injected with rimonabant acutely. The islets from pre-diabetic animals showed higher
p70S6K phosphorylation than control mice, compatible with an activation of the
mTORC1 pathway promoting an increase in the B-cell mass. However, in islets from
both healthy and pre-diabetic animal, rimonabant decreased p70S6K phosphorylation,
suggesting a lower activation of the mTORC1 pathway. This is opposed to what
observed in pancreatic islets treated with rimonabant in vitro. These differences could
arise from interferences caused by the effects that the compound may exert in other
target tissues when administered in vivo, as compared to when it is added to the
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medium in vitro where its effects are specifically directed onto islets.

We also studied the involvement of mTORC1 in the modulation exerted by CB1 on
insulin secretion in islets from pre-diabetic mice. Our results show that rimonabant
had a tendency to decrease insulin secretion, similar to the effect observed in islets
from healthy mice, although the statistical significance was not reached. In addition,
pre-incubation with rapamycin did not block the effect of rimonabant, suggesting a
disconnection between the signalling pathways initiated by CB1 and the mTORC1
pathway in the pre-diabetes model.

As a summary, we can conclude that the in vitro blockade of the cannabinoid receptor
CB1 with rimonabant decreased GSIS and increased the activity of the mTORC1 target,
p70S6K, in pancreatic islets from WT mice, thus suggesting the involvement of
MTORC1 in the physiological actions of CB1 and, in turn, the participation of CB1 in
the phenomena of increased proliferation and B-cells mass promoted by mTORC1.

Therefore, both pathways appear to be functionally connected in the pancreatic islets
(Bermudez-Silva et al., 2016). In addition, the activity of this protein complex is also
increased in the islets of pre-diabetic mice, which may negatively affect the insulin
signalling through a negative feedback on IRS, although the effects of CB1 on insulin
secretion are no longer dependent on mTORC1, suggesting that this alteration in the
CB1-mTORC1 binding may play a role in the pathophysiology of type 2 diabetes.

The production of reactive oxygen species (ROS) in pancreatic islets and the
cannabinoid receptor CB1

In order to estimate the production of reactive oxygen species (ROS), the
levels of the superoxide anion in islets were quantified by confocal microscopy using
the dihydroethidium method. ROS levels have been investigated following the
treatment jn vitro with cannabinoid ligands in islets from rat and mouse. The rats
employed in this study were Wistar whilst the mice belonged to the C57BL/6)J strain.
Production of ROS in isolated pancreatic islets from pre-diabetic and control mice was
also evaluated.

Our results show that, under conditions of acute stimulation with high glucose
concentration, ROS content was lower than in low glucose conditions in both rat and
murine pancreatic islets. On the other hand, islets from pre-diabetic animals showed a
lower ROS content than islets from control animals. Other authors have found a
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similar result in pancreatic islets from obese rats also fed a high-fat diet (Valle et al.,
2011). In contrast, studies with models of glucotoxicity and islet from diabetic rats
have shown an increase in ROS and oxidative damage (Tanaka et al., 2002; Bindokas et
al., 2003). The lowest amount of ROS detected in our experiments at high glucose may
be due to an efficient activity of the mechanisms designated to counteract the ROS
excess in response to high glucose, both in islets from healthy animals and in pre-
diabetic mice acutely stimulated with glucose, while in islets subjected to continuous
stimulation of glucose or islets heavily damaged by the diabetic condition may be
unable to counteract this damage, with an increase in ROS.

Interestingly, there is no effect of CB1 activation on ROS production under high
glucose conditions (16.7mM). This can be related to the fact that CB1 is mostly
expressed in a-cells at least in rodents, (Juan-Picé et al., 2006; Starowicz et al., 2008;
Bermudez-Silva et al., 2009), which is a cell population mainly active under low
glucose conditions, whereas the lower expression of CB1 in B-cells could lead to a less
importance of CB1 for the production of ROS in high glucose conditions.

Specifically, our results suggest that cannabinoid receptor-mediated signalling may
favour the reduction of the oxidative damage induced by ROS under conditions of a-
cell hyperactivation. Interestingly, in type 2 diabetes there is also an imbalance in
glucagon secretion that contributes to hyperglycemia (Spellman, 2007; Burcelin et al.,
2008), and the role of CB1 receptors may be important in the reduction of the
oxidative stress related to this imbalanced.

Since the pharmacological effects of ACEA and rimonabant from rat islets were
observed only in low glucose conditions, experiments on islets from C57BL/6J mice,
from both healthy and pre-diabetic animals, were performed only in this condition of
low concentration of glucose. Thus, the blockade of the CB1 receptors of pancreatic
islets with rimonabant increased ROS content in isolated pancreatic islets from healthy
mice, but not from rats. Thus, in mouse islets, rimonabant might behave as a CB1
inverse agonist, producing a pharmacological response opposite that of the agonist
ACEA. In rat islets, on the other hand, rimonabant does not show any effect per se.
This difference between rat and mouse islets could be due by the inter-species
heterogeneity in the action shown by some cannabinoid ligands, which could be
related to differences in expression of CB1 and/or other receptors with sensitivity to
these compounds, such as GPR55.

For what concerns the islets from pre-diabetic mice, the effect of CB1 blockade with
rimonabant was also investigated, given the numerous evidences on the improvement
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that this compound provides to the diabetic profile. Our experiments show that
rimonabant does not induce an increase in ROS in islets from pre-diabetic mice, as it
does in islets from healthy mice. Therefore, a different response to rimonabant is
observed between healthy and pre-diabetic islets.

Overall, our data suggest that CB1 is involved in the modulation of ROS levels in
pancreatic islets under low glucose conditions, so that when it is stimulated by its
ligand, the ROS content diminishes, suggesting that this could be a relevant
mechanism to decrease the oxidative stress in the a-cell. In addition, the effect of
rimonabant on ROS in islets from pre-diabetic animals is different from what
registered in healthy animal, suggesting that alterations in the CB1 expression
occurring in obesity and pre-diabetes may be involved in the changes in the redox
homeostasis that occurs during the development of the disease.

GPR55 and B-cell survival

There is a considerable evidence that the cannabinoid receptors play an
important role in proliferation and apoptosis, suggesting that the modulation of these
receptors may be a promising therapeutic approach to combat various types of cancer
(Nikan et al., 2016). In addition, CB1 has been implicated, among other tissues, in the
phenomena of proliferation and apoptosis that occur in pancreatic islets during the
development of type 2 diabetes (Kim et al., 2011; Kim et al., 2012).

In addition, the role of GPR55 has been extensively studied in the context of cancer,
given the multitude of evidence that its activation promotes proliferation as well as
participation in tumor invasiveness phenomena (reviewed in Henstridge et al., 2011).
However, the participation of GPR55 in proliferation and apoptosis occurring in the
endocrine pancreas during the development of type 2 diabetes has not been studied.
Evidence from Dr. Persaud's group (Liu et al., 2014) points in this sense, since mice
lacking GPR55 showed an increase in islet cell apoptosis as well as insufficient
proliferation in a situation of high demand of insulin (Liu et al., 2014).

In this doctoral thesis the anti-apoptotic capacity of LH-21 and Abn-CBD in isolated
pancreatic islets from both mice and humans has been studied after stimulation of
programmed-cell death with a pro-apoptotic cocktail of cytokines. In addition, these
experiments have also been performed on islets from C57BL/6J GPR557" mice with the
idea to investigate whether these effects are mediated by GPR55. Both LH-21 and
Abn-CBD significantly increased survival in islets from GPR55 WT mice and in human
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islets, reducing apoptosis in the presence of pro-apoptotic cytokines. The effect of
both cannabinoid ligands was abolished in the islets from GPR55 KO mice suggesting
that they act through a GPR55-dependent mechanism (Ruz-Maldonado et al., 2015).

These results are consistent with those obtained by Dr. Persaud's group, suggesting
that GPR55 activation may play an important role in counteracting diabetes-induced
apoptosis in pancreatic islets. Interestingly, this protective effect is maintained in
human islets. Thus, compounds such as LH-21 and Abn-CBD, as well as others
targeting GPR55, may be useful for the management of cell damage occurring in the
pancreatic islet during type 2 diabetes.

E.- CONCLUSIONS

After the analysis of the results contained in this doctoral thesis the following
conclusions have been obtained:

1. A mouse model of obesity and pre-diabetes has been developed, whose
alterations in glucose homeostasis are similar to those occurring in human pre-
diabetic subjects. The murine model is also valid for the study of the alterations
proper of the pathogenesis of type 2 diabetes.

2. The cannabinoid receptor CB1 modulates the activity of AKT, CREB and AMPK in
pancreatic islets from healthy mice and human, suggesting that the processes
regulated by these pathways, such as the proliferation and increase of islet mass,
are modulated by CB1.

3. CB1-dependent modulation of the signalling promoted by AKT, CREB and AMPK is
decreased or absent in islets from pre-diabetic mice, suggesting that CB1 might
play a role in the development of type 2 diabetes.

4. Similarly to CB1, GPR55 modulates the AKT, CREB and AMPK pathways in islets
from non diabetic mice. Only the AKT pathway seems to be affected by GPR55
stimulation in humans, indicating that inter-species differences exist for this
receptor. At the same time, these results suggest that LPI, the endogenous ligand
of GPR55, could activate the AKT signalling pathway for producing its biological
effects in islets of Langerhans.
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CB1 and GPR55 modulate the mobilisation of intracellular Ca®* and regulate
glucose-stimulated insulin secretion (GSIS) in pancreatic murine and human islets.
However, the results obtained under dynamic conditions (perifusion) are different
from those acquired under static secretion. As the dynamic secretion constitutes
an experimental tool more physiological and similar to what occurs in vivo than
the static incubation, these results reflect more accurately the role played by CB1
and GPR55 in the modulation of the GSIS.

The cannabinoid ligand LH-21, at low concentrations, increases the mobilisation of
intracellular Ca®* and potentiates GSIS in murine and human islets with positive
effects on insulin secretion. Such effects were not observed in islets from mice
knockout for GPR55, so they are possibly mediated by GPR55, and not by CB1 as
initially thought.

The GPR55 agonist, Abn-CBD, increases the mobilisation of intracellular Ca* and
potentiates GSIS in pancreatic islets through GPR55-dependent and independent
mechanisms, showing that it promotes insulin secretion, despite being considered
in the literature a highly selective agonist of GPR55.

The cannabinoid receptor CB1 and the mTORC1 intracellular signalling pathway
(via p70S6K) are functionally connected, modulating GSIS in the pancreatic islets.
In addition, this interaction is altered in islets from pre-diabetic mice, suggesting
that it contributes to the pathophysiology of type 2 diabetes.

CB1 participates to the modulation of the ROS content in islets of Langerhans,
under conditions of low glucose concentration. In addition, this modulation is
altered in islets from pre-diabetic mice, suggesting that it plays a role in the
pathophysiology of type 2 diabetes.

The cannabinoid ligands LH-21 and Abn-CBD protect from apoptosis in both
murine and human pancreatic islets, in a GPR55 dependent manner. Thus, these
compounds (and other GPR55 agonists) may be useful in preserving from
programmed cell death occurring in islets death occurring in islets during type 2
diabetes.
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Capitulo I. Introduccion

1.1 EL ISLOTE DE LANGERHANS DE HUMANOS Y ROEDORES

Los islotes de Langerhans son estructuras muy inervadas e irrigadas por capilares
sanguineos formados por células que tienen como funcién principal la regulacién de
la homeostasis sanguinea de la glucosa. En humanos, los islotes pancreaticos se
encuentran distribuidos por todo el pancreas, siendo mas abundantes en la region
caudal. Su numero oscila entre 600.000 y 2.000.000, dependiendo del tamafio del
drgano.

El pancreas es un érgano situado en el abdomen estrechamente asociado al intestino
delgado a través del conducto pancreatico. Dicho conducto se une al conducto biliar
del higado a través del cual ambos érganos liberan sus secreciones al duodeno (Fig.
3).
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Figura 3. Diagrama que ilustra la posicidén del pancreas en relacion con los principales érganos
viscerales (estdmago y tracto intestinal), y una seccién a través del pancreas indicando los
numerosos conductos exocrinos rodeados por las células acinares, y las células principales que
comprenden un islote de Langerhans (Enciclopedia Britannica, 2003).

Los islotes pancreaticos son asociaciones altamente especializadas de células que
derivan del endodermo en el desarrollo embrionario, y comienzan a ser distinguibles y
funcionales a partir de la semana 16 en humanos. Estan formados por 5 tipos
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celulares: células beta (B) que secretan insulina, células alfa (a) que secretan glucagon,
células delta (8) que secretan somatostatina, células PP que secretan polipéptido
pancreatico y un pequeno grupo de células épsilon (€) que secretan grelina.

La organizacidn celular de los islotes pancredticos difiere de una especie a otra, asi
como el porcentaje de cada uno de los tipos celulares que contienen. Por ejemplo, en
islotes de rata o de ratén la poblacién celular mayoritaria son las células B, las cuales
suponen un 65-80% del total celular. Dichas células se encuentran
predominantemente localizadas en el interior del islote. Las células no B; esto es, las
células a (15-20%), las & (10%) y las PP (menos del 1%) aparecen distribuidas
alrededor de la periferia (Steiner et al., 2010; Pfeifer et al., 2015). Algunos autores
sostienen que los islotes humanos y de especies como el cerdo, difieren de los de
roedores tanto en lo que respecta a la proporcidon como a la localizacién de estos tipos
celulares, considerando que presentan una distribucién espacial aleatoria en el islote,
sin guardar por tanto aparentemente ningun patréon definido (Brissova et al., 2005;
Cabrera et al., 2006). Otros autores, en cambio, han propuesto la existencia de un
cierto orden estructural en los islotes humanos y definen poblaciones de células B que
conforman un nucleo central (Orci, 1976), I6bulos (Erlandsen et al., 1976), patrones en
forma de trébol (Bonner-Weir et al., 2008), estructuras con forma de cinta (Grube et
Bohn, 1983) o placas trilaminares plegadas (Bosco et al., 2010; Dolensek et al., 2015).

Las células B de humanos constituyen del 48-59% del total de células del islote, las a
del 33-46%, las & del 8-12% y las PP menos del 2%. En rata o ratén, en cambio, hay un
mayor porcentaje de células secretoras de insulina y una menor proporcién de células
secretoras de glucagdn que en humanos (Cabrera et al., 2006; Steiner et al., 2010). En
la Fig. 4 se muestra las diferentes distribuciones espaciales de células de islotes
procedentes de diferentes especies como ratén (A), cerdo (B) y humano (Hoang et al.,
2014).
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Figura 4. Distribucién celular en 3D y 2D (imagenes en recuadros) de islotes pancreéticos de
raton (A), cerdo (B) y humano (C). Las células B aparecen en color verde y las células a en rojo
(Hoang et al., 2014).

Dependiendo del tamafio del islote: pequefio (menos de 1.000 células), mediano (de
entre 1.000 y 2.000 células) y grande (mas de 2.000 células), la fraccién de células B
también varia en islotes humanos sobre todo si se la compara con la de islotes de
raton y de cerdo. En islotes humanos, también, cuanto mayor es el tamafio del islote,
menor es su porcentaje en células B. Sin embargo, en los islotes de ratones la fraccién
de células B parece ser independiente del tamario del islote (Hoang et al., 2014). La
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funcién de los islotes esta influenciada por su tamano. Asi, el tamafio de los islotes
afecta a la capacidad de respuesta a la glucosa. Normalmente, los islotes de mayor
tamano liberan mds insulina a concentraciones de glucosa mds bajas que los mas
pequefios (Tasaka et al., 1989; Elayat et al., 1995; Aizawa et al., 2001).

A pesar de las diferencias entre especies tanto en la composicién como en la
distribucién celular de los islotes pancreaticos, los mecanismos fisicos que suceden en
la morfogénesis de los mismos parecen estar conservados evolutivamente (Hoang et
al., 2014). La hipétesis de la adhesién diferencial formulada por Steinberg explica que
las diferencias en la adhesién entre los tipos celulares determinan el desarrollo y el
mantenimiento de la estructura de los drganos (Steinberg, 1963 y 2007). Otros
estudios proponen que las células no B son componentes determinantes de la
arquitectura y comunicacién intercelular del islote (Brereton et al., 2015). Teniendo en
cuenta la simetria especifica que presentan las interacciones entre las células a, By 6,
su organizacion espacial debe tener también una gran importancia funcional. De
hecho, las adhesiones en las células B a través de las uniones tipo gap parecen
potenciar la secrecion de insulina (Charollais et al., 2000). Las conexiones entre células
homotipicas (por ejemplo, una célula B con otra célula B vecina) son
significativamente mas fuertes que las atracciones entre células heterotipicas, aunque
también ésto varia segln la especie. La diferencia de interacciones entre célulaay By
células B y B es minima en los islotes humanos si se compara con los islotes de
roedores o de cerdo, maximizando la plasticidad de las estructuras del islote (Hoang et
al., 2014). Esta plasticidad morfogenética de los islotes (Jamal et al., 2005) tiene una
gran implicacién funcional cuando las condiciones fisioldgicas se alteran (Steiner et al.,
2010). Es de resefiar que la morfologia de los islotes de ratones diabéticos (db/db) y
de ratones prefiados es similar a la distribucién celular propia de los islotes humanos,
no presentando la distribucion caracteristica de islotes tipica de roedores (Steiner et
al., 2010).

Las células endocrinas de los islotes de Langerhans se encuentran bien inervadas por
fibras nerviosas del sistema simpdtico, parasimpatico y sensorial (Ahrén, 2000),
creyéndose que la secrecion hormonal del islote a nivel nervioso estd regulada,
principalmente, por la rama parasimpatica (Rossi et al., 2005; Arrojo e Drigo et al.,
2015; Dolensek et al., 2015). La anatomia y fisiologia de la microvascularizacion del
islote muestran que la primera poblacién perfundida son las de células secretoras de
insulina, seguidas de las células no B (Samols et al., 1988) y finalmente las células
exocrinas peri-insulares (Papaccio, 1993). Ademas, los islotes pancredticos se
encuentran sometidos a un control tanto autocrino como paracrino consecuencia de
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la secrecién hormonal de las distintas células que los componen y de otras moléculas
de senalizacién relevantes en la funcionalidad del islote como la acetilcolina, el
glutamato, el ATP y el acido y-aminobutirico (GABA) (Fig. 5).

En respuesta a un incremento en los niveles de glucosa, las células B secretan insulina,
la cual, aparte de ejercer sus efectos en tejidos extrapancreaticos diana, se une a los
receptores Ay B (IR-A e IR-B) de las células B y a, regulando la expresion de los genes
de la insulina y del glucagén ademas de la exocitosis de ambas hormonas. El ATP es
secretado junto con la insulina y actia sobre los receptores purinérgicos P2X/Y
presentes en las células B. Estas, también secretan GABA, que actua sobre las células
B de una manera autocrina a través de los receptores GABA, y GABAg. Cuando los
niveles de glucosa en sangre son bajos, las células a secretan glucagén, glutamato y
acetilcolina. Esta ultima proviene de dos fuentes distintas si se trata de islotes de
roedores o islotes humanos; en los islotes pancreaticos de roedores, la acetilcolina es
secretada por las fibras parasimpaticas que rodean las células B, mientras que en los
islotes humanos, la acetilcolina es secretada por las células a (Arrojo e Drigo et al.,
2015). El glucagdn se une a los receptores de glucagdn en las células B y a, regulando
la secrecién de la insulina y la expresion del gen del glucagén. De igual forma, el
glutamato se une a los receptores AMPA y NMDA en las células B y a, regulando la
exocitosis de la insulina y del glucagdn. La acetilcolina, ademas se une a los receptores
muscarinicos en las células B y 6, regulando la secrecién de insulina y somatostatina.
Niveles altos y bajos de glucosa en sangre desencadenan la secrecion de
somatostatina a través de las células 6, cuya hormona se une a los receptores de
somatostatina (SSTRs) en las células B y a, inhibiendo la secrecién de insulina y de
glucagon.
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Figura 5. Esquema que representa la sefializacion paracrina y autocrina entre los tipos
celulares mas representativos en un islote de Langerhans (Adaptado de Arrojo e Drigo et al.,
2015).
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1.2 SECRECION DE INSULINA ESTIMULADA POR GLUCOSA (GSIS) Y CONTROL DE LA
SECRECION HORMONAL

La insulina es una hormona polipeptidica secretada por las células B de los islotes
pancredticos. Se sintetiza en el reticulo endoplasmatico rugoso en forma de precursor
polipeptidico de cadena sencilla conocido como preproinsulina (Mayer et al., 2007). La
preproinsulina se encuentra encerrada en el interior de microvesiculas en las cisternas
del reticulo endoplasmico, donde sufre algunas modificaciones estructurales como
cambios en el plegamiento de la cadena y formacién de puentes disulfuro
transformandose en proinsulina. Asi, es transportada al aparato de Golgi, donde se
empaqueta en granulos de secrecién. En el interior de estos granulos se produce la
maduracidn proteolitica de la proinsulina (vedse mas adelante) que ocasiona la
liberacion del denominado péptido C y la forma final de la molécula de insulina
constituida por dos cadenas enlazadas por puentes disulfuro. La presencia de
concentraciones suficientes de glucosa en los capilares que riegan los islotes
pancreaticos desencadena el mecanismo de liberacion de insulina produciéndose la
fusiéon de la membrana de los granulos con la membrana plasmatica celular y
liberdandose por exocitosis el contenido de los mismos a la sangre. Este proceso de
acoplamiento entre el estimulo (glucosa) y la secrecidon (insulina) se denomina
secrecidon de insulina estimulada por glucosa (GSIS; del inglés, glucose-stimulated
insulin secretion).

La GSIS es un proceso bifasico, caracterizado por una primera fase precoz y rapida de
secrecion de insulina de unos 6min de duracidn y una segunda fase gradual de
secrecién de insulina mas tardia, menos intensa y sostenida, que persiste
aproximadamente durante 60min (Fig. 6) (Rorsman et al., 2000; Shigeto et al., 2006;
Komatsu et al., 2013). Se ha demostrado que esta respuesta bifasica, descrita por
primera vez por Grodsky en 1970, es fundamental para conseguir una adecuada
homeostasis de la glucosa. Notablemente, en los sujetos con diabetes la primera fase
de secrecidn de insulina esta ausente.
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Figura 6. Diagrama que representa la secrecidn de insulina estimulada por glucosa (GSIS). La
linea continua representa la cinética bifasica de liberacién de insulina. La linea discontinua
separa la primera fase de la segunda. Bajas y altas concentraciones de glucosa se refieren a
niveles no estimulatorios y niveles estimulatorios de la secrecion de insulina, respectivamente.
La secrecion de insulina se produce de manera pulsatil y ciclica. En color verde se representa la
secrecion basal de insulina. En rojo, la liberacién de insulina resultado de los mecanismos de
liberacién de insulina dependientes de canales Karp. En azul, se observa la secrecidn de insulina
potenciada por los mecanismos independientes de los canales de Kurp. Adaptado de Komatsu
etal., 2013.

La cantidad de glucosa necesaria para la liberacidn de insulina por parte de las células
B es similar en islotes humanos y de ratones, pero no en islotes de rata, donde se
necesita comparativamente el doble de glucosa. Asi, la GSIS en islotes humanos y de
ratones tiene lugar cuando la concentracion de glucosa sanguinea es igual o superior a
4mM, y los mayores picos de insulina ocurren a concentraciones de glucosa iguales o
superiores a 16mM (aproximadamente el 50% de los picos maximos de GSIS suceden
a 8mM) (Pick et al., 1998; Henquin et al., 2006). En rata, la GSIS tiene lugar a partir de
8mM de glucosa y el 50% de los picos maximos y los valores maximos de la GSIS se
alcanzan a 12 y 20mM, respectivamente (Vieira et al., 2007).

La cinética de la secrecidn de insulina es especie dependiente; los islotes de ratones
presentan una aguda y pronunciada primera fase y una segunda fase mas acusada que
la de los islotes humanos. En los islotes de rata sucede lo contrario en relacion a la
primera fase, ya que ésta es menos pronunciada que la segunda.
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La primera fase de liberacion de insulina se produce por un mecanismo dependiente
de los canales de K dependientes de ATP (Kap) y presumiblemente se debe a la
exocitosis de los granulos de insulina preformados y ordenados cerca de la membrana
plasmatica. La segunda fase de liberacién de insulina se produce por mecanismos
independientes de los canales de Kup y parece estar relacionada con su biosintesis de
novo asi como con la generacion de metabolitos y segundos mensajeros (ATP, AMP,,
NADPH e intermediarios del ciclo de Krebs), sefiales neurohormonales (acetilcolina o
GLP-1 que activan a la proteina quinasa C o a la proteina quinasa A), acidos grasos
libres (FFA) y aminoécidos que aumentan los niveles de Ca®" intracelular y, por tanto,
amplifican la secrecion de la insulina (Fig. 7).

1.2.1 Primera fase de la GSIS: mecanismo de liberacién de insulina dependiente de
canales Karp

La glucosa que llega a los islotes a través de los capilares sanguineos que los
irrigan alcanza el citosol de las células B a través del transportador especifico de
glucosa GLUT-2 (en roedores) o, también, GLUT-1 o GLUT-3 (en humanos).
Rapidamente, la glucosa es fosforilada por la enzima glucoquinasa formando glucosa-
6-fosfato (G6P), la cual, como consecuencia de las cargas negativas de su fosfato
gueda atrapada en el interior celular. El metabolismo oxidativo de la G6P produce un
aumento intracelular del cociente ATP/ADP que cierra los canales de Kup. Estos
canales son los responsables de mantener el potencial de reposo de la célula B (Dunne
et Petersen, 1986). El numero de canales Ky cerrados cuando la concentracion de
glucosa es superior a 5-7mM es suficiente para alcanzar el umbral de despolarizacidn
de la membrana plasmdtica necesario para generar actividad eléctrica. Dean vy
Matthews, en un trabajo publicado en la revista Nature en 1968, fueron los primeros
en proponer este modelo basado en la naturaleza electrofisica de las células B
(Aschroft et al., 1984; Cook et al., 1988). Esta actividad eléctrica sigue un patrén
oscilatorio con superposicion de potenciales de acciéon sobre las mesetas de las
oscilaciones, con una primera oscilacion mas duradera que el resto (Santos et al.,
1991).

La despolarizacién causada en la membrana abre los canales de Ca®* dependientes de
voltaje de tipo L (VDCC) de la membrana plasmatica de las células B. Esto produce un
aumento de la concentracién de calcio intracelular ([Caz+]i), que desencadena la
exocitosis de los granulos a través de la activacion de proteinas quinasas que
interaccionan con componentes de la maquinaria microtubular/exocitica. Durante
este proceso se libera el contenido de insulina de las vesiculas al medio extracelular
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(Aizawa et al. 1998; Meda et Schuit, 2013), lo que da cuenta de la primera fase de la
GSIS (Fig. 7). Finalmente, la apertura de los canales de K* dependientes de voltaje (K,)
restablece los potenciales de accién hasta su estado basal, limitando la entrada de
Ca®*y cesando la liberacién de insulina.
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Figura 7. Vias de sefalizacion responsables de la exocitosis de insulina en una célula B
pancreatica durante la primera fase (dependiente de los canales de Kap) y la segunda fase
(independiente de los canales de Karp) de la GSIS. Komatsu et al., 2013.

1.2.2 Segunda fase de la GSIS: mecanismo de liberacion de insulina independiente
de los canales de Karp

La actividad eléctrica generada por los canales Kurp, €l flujo de Ca” através de
los canales de Ca** dependientes de voltaje (VDCC) y el aumento en la [Ca**]; eran
considerados los mecanismos exclusivos de la GSIS hasta 1992. En ese mismo afio, los
trabajos de Sato et al.,, 1992, Gembal et al., 1992, y otros autores describieron una
serie de vias de sefializacidn intracelulares alternativas que participan también en la
secrecién de insulina, y que se consideraron responsables de la segunda fase de la
respuesta bifdsica de la insulina. Desde entonces han sido muchos los mecanismos
propuestos y los metabolitos que se han relacionado con la liberacién de insulina,
algunos de los cuales se comentaran a continuacion.

De esta forma, el metabolismo oxidativo de los carbonos de la glucosa a través de
reacciones citosélicas y muy particularmente mitocondriales genera, ademas de ATP,
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metabolitos que amplifican la secrecién de la insulina (Wang et Thurmon, 2009; Heart
et al., 2006). Se ha demostrado ademds que, segundos mensajeros como el AMP_ y el
GMP. producidos durante la secrecidn de insulina potencian su liberacion (Tamarina et
al., 2005; Kim et al., 2008); si bien este efecto parece ser dependiente de especie
como otros muchos autores han publicado (Grill et Cerasi, 1973; Charles et al., 1975;
Sharp, 1979; Persaud et al., 1990; Christie et Ashcroft, 1984; Yaekura et al., 1996;
Ammala et al., 1993; Jones et al., 1992).

Asimismo, se ha descrito que secretagogos como GLP-1 (péptido similar al glucagén
1), (Gefel et al., 1990), GIP (polipéptido inhibidor gastrico) (Dachicourt et al., 1996) 6
PACAP (péptido activador de la adenilato ciclasa de la pituitaria) (Klinteberg et al.,
1996) actuan via AMP,, incrementando la produccion de insulina.

De igual forma, otros agentes como los agonistas muscarinicos, los ésteres de forbol y
agonistas colinérgicos facilitan la liberacion de insulina via proteina quinasa C (PKC)
(MacDonald et Fahien 1988; Jones et al., 1991).

La secrecidn de insulina también puede ser estimulada por ciertos aminoacidos como
la alanina (Sener et Malaisse, 2002) o la leucina (Zhou et al., 2010). De estos dos
aminodcidos, solo la leucina es capaz de estimular la secrecidon de insulina de los
islotes en ausencia de glucosa (Sener et Malaisse, 2002; Li et al., 2003). Otros
aminodacidos como la alanina, ya comentada, o la glutamina estimulan la liberacion de
insulina, pero su accidn parece estar condicionada a la presencia de leucina (Sener et
Malaisse, 2002; Zhou et al., 2010).

Acidos grasos libres (FFA), como el palmitato y el oleato se han propuesto también
como potenciadores de la GSIS, resaltdndose la importancia de la sefializacion a través
del receptor GPR40 de la superficie celular de las células B en el proceso (Itoh et al.,
2003; Ferdaoussi et al., 2012).

Ademas de manifestar un efecto directo sobre la secrecidn de insulina de la célula B,
la propia glucosa parece ejercer también una accion indirecta al estimular el proceso
de exocitosis en las células B sobre las que actla y a poblaciones de células By 6
vecinas, lo que favorece la co-secrecidon de otras hormonas del islote y de diferentes
moléculas que permiten una regulacién autocrina y paracrina del proceso como ya
hemos comentado en el apartado 1.2 (ver Fig. 5) (Nadal et al., 1999; Gopel et al.,
2000). Ademas, determinados neurotransmisores como la noradrenalina o ciertos
neuropéptidos liberados por las fibras nerviosas tienen un papel muy relevante en el
proceso de liberacién de insulina por las células B (Rodriguez-Diaz et al., 2011).

41



Capitulo I. Introduccion

1.3 EL Ca?* INTRACELULAR EN LA CELULA B

La actividad bioldgica de las células B se estima comiUnmente midiendo los
cambios en la concentracién de calcio libre intracelular ([Ca®'];), en los islotes de
Langerhans. Dichos cambios en Ia [Ca®']; estan altamente sincronizados, entre las
diferentes células B del islote, creando un sincitio funcional. La sincronizacion es
dependiente de uniones tipo gap formadas por canales de conexina 36 entre las
diferentes células B (Sener et Malaisse, 2002; Li et al., 2003; Ravier et al., 2005). Asi,

las células B estan acopladas e

éctricamente y muestran picos de Ca®* como respuesta
a elevaciones en la glucosa en sangre. Estos incrementos en el flujo de Ca®
intracelular coinciden con la liberacion pulsatil y paralela de insulina (Watts et al.,
2014; Gilon et al., 2014; Krihnan et al., 2015) por lo que la [Ca®']; juega un papel clave
a la hora de sincronizar el estimulo producido por la glucosa y la liberacidon de la
insulina.

La medida de la [Ca®"],, utilizando sondas fluorescentes sensibles a Ca**, con la ayuda
del microscopio confocal y el empleo de técnicas inmunohistoquimicas ha permitido
estudiar la respuesta de los islotes pancreaticos a la glucosa.

Asi, al pasar islotes de Langerhans de ratén de 3mM a 11mM de glucosa, éstos
responden con una primera elevacién del Ca®* intracelular el cual permanece elevado
durante unos 2-3min, para luego caer de forma oscilatoria hasta llegar a un nivel
basal ligeramente mayor que el que habia en la situacién inicial con glucosa 3mM
(Gomis et al., 1996). La frecuencia de las oscilaciones estd comprendida entre 2 y 5
min™. A medida que la concentracién de glucosa se incrementa también lo hace la
duracién de las oscilaciones, hasta que finalmente se observa un aumento sostenido
del Ca*" intracelular cuando la concentracién de glucosa es superior a 22mM. La
amplitud de las oscilaciones de Ca®* a altas concentraciones de glucosa, en células B
individuales de islotes humanos (0.45 + 0.02min™) es mas pequefia que en ratones.
Ademds, aunque los pulsos de Ca** llegan a sincronizarse en los primeros instantes
muestran ligeros desfases, como se muestra en la Fig. 8, donde se representa la
respuesta del Ca®* intracelular de 4 células B pertenecientes a 2 agrupaciones
(clusters) de células B constituidos por dos células distintas dentro del mismo islote, al
pasar de 3mM a 11mM glucosa.
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Figura 8. Oscilaciones del Ca”" intracelular en 2 agrupaciones (clusters) de células con 2 células
B individuales cada uno (1-2 y 3-4) dentro del mismo islote. Se representa la respuesta del ca*
intracelular de las 4 células B, al pasar de 3mM a 11mM de glucosa. Los islotes fueron
marcados con la sonda fluorescente Fluo-3 y las sefiales de Ca”* se obtuvieron empleando
miscroscopia confocal (Quesada et al., 2006).

A pesar de la heterogeneidad existente entre las células B individuales de un mismo
islote (Salomon et Meda, 1986; Kiekens et al., 1992; Pipeleers, 1992), una vez se
encuentran localizadas dentro de él, se acoplan y actian como un sincitio en términos
de actividad eléctrica y de Ca®* intracelular (Fig. 8) (Santos et al., 1991; Quesada et al.
2006). Esto hace que la sefial de Ca** sea la suma de todas las sefiales producidas por
las células del islote y que ésta pueda ser detectada.

1.4 CASCADA DE SENALIZACION MEDIADA POR LA INSULINA

La sefalizacion mediada por la insulina afecta a la actividad de tejidos
metabdlicamente activos tales como el higado, el musculo esquelético, el tejido
adiposo y el propio islote pancreatico a fin de disminuir los niveles de glucosa en
plasma. Estos efectos estan mediados a través del receptor de insulina. Este receptor,
tras la union de la insulina, sufre un cambio conformacional en sus subunidades a y B
gue estimula la actividad tirosina quinasa intrinseca del receptor, lo que conduce a su
propia autofosforilacion. El receptor autofosforilado a su vez lleva a cabo la
fosforilacion de un nuimero de proteinas de sefalizacion denominadas moléculas
sustrato del receptor de insulina (IRS) (Rhodes et White, 2002; Tatulian, 2015). En
total, han sido identificadas en humanos 5 IRS (IRS-1, -2, -4, -5 y -6) (Fritsche et al.,
2008). De las cinco isoformas, IRS-1 y IRS-2 han recibido el mayor interés en relacién al
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mantenimiento de la homeostasis de la glucosa, ya que alteraciones en su expresién
generan resistencia periférica a la insulina y el bloqueo de IRS-2 en células B conduce
al desarrollo de diabetes tipo 2 (Sajan et al., 2015). La activacién de IRS1/2
desencadena la activacidn de la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K), que a su vez activa a
la diana en mamiferos de la rapamicina (mTOR), la proteina quinasa C (PKC) y la
quinasa Akt/PKB (Fig. 9). Por su parte, AMPK inhibe la via de sefializacién mTORC1 a
través de la activacion de TSC2, modulando asi la actividad de esta importante via.
Asimismo, la activacidén continua o constitutiva de la via mTORC1 atenua la actividad
de Akt via inhibicion de IRS1, fendmeno molecular que parece estar detras de la
resistencia a la insulina (Tremblay et Marette, 2001). La activacion del receptor de
insulina también conduce a la activacién de la proteina quinasa activada por mitégeno
(MAPK) y a las cascadas de sefializacion CAP/Cbl (Giorgino et al., 2005; Krook et
Zierath, 2009; Fritsche et al., 2008) que participan en la mobilizaciéon del
transportador de glucosa GLUT4 a la membrana. Por otro lado, la expresién de IRS-2
en la célula B y, por tanto, la sefializacion a través de la via Akt/PKB, es dependiente
de la activacion, inducida por glucosa, de la via de sefalizacion AMP./CREB, la cual
juega un papel muy importante en la plasticidad de la célula B (Dalle et al., 2011)
requiriéndose la funcién de CREB para una correcta homeostasis de la glucosa y para
la supervivencia celular de los islotes pancreaticos (Jhala et al., 2003; Persaud et al.,
2011).

Insulin receptor ——»

(e |

A

PKCJ Akt | | mTOR } L MAPK} GLUT4 vesicle

Figura 9. Esquema simplificado de la sefializacién intracelular mediada a través del receptor de
insulina. Tras la union de la insulina, el receptor cambia su conformacién y se autofosforila, lo
que facilita la unién y activacién por fosforilacion de otras proteinas (IRS-1/2, MAPK y CAP/Cbl)
empleando la actividad tirosina quinasa intrinseca del mismo. Las flechas continuas
representan una activaciéon directa mientras que las flechas discontinuas indican diferentes
pasos hasta la activacion de las respectivas proteinas (Giorgino et al., 2005; Krook et Zierath,
2009; Fritsche et al., 2008; Tatulian, 2015).
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Como puede deducirse de lo expuesto anteriormente, Akt/PKB, AMPK, AMP./CREB y
MTOR son cuatro vias de sefializacién intracelular, interconectadas entre si, muy
importantes en la regulacién mediada por insulina, y que han sido estudiadas en
mayor o menor medida en la presente tesis doctoral en relacidn a la sefializacion
cannabinoide en los islotes pancredticos.

- La proteina quinasa Akt, también conocida como PKB, es una serina/treonina
guinasa que participa en multiples procesos celulares como el metabolismo (de la
glucosa fundamentalmente), la apoptosis, la angiogénesis, la proliferacion, la
transcripcién y migracion celular. La proteina Akt, descubierta en la década de los 90,
pertenece a la familia de proteinas quinasas denominada AGC, conformada por tres
tipos de isoformas; Aktl (PKB,), Akt2 (PKBg) y Akt3 (PKB,), codificadas por genes
distintos (Hemmings et Restuccia, 2012; Manning et Cantley, 2007; Toker, 2012). Las
tres isoformas de Akt se caracterizan fundamentalmente porque son activadas por la
proteina fosfo-inositol-3-quinasa (P13-K) en respuesta a una gran variedad de factores
de crecimiento u hormonas como la insulina (Yuan et Cantley, 2008). El mecanismo de
activacién de Akt se resume a continuacién (Fig. 10) (Hers et al., 2011): una vez
activada PI3K, esta quinasa fosforila la posicién 3 de los fosfolipidos, fosfatidilinositol
(PI), fosfatidilinositol 4-fosfato (PI(4)P), y fosfatidilinositol 4,5 bisfosfato (PI(4,5)P2)
para generar PI(3)P, PI(3,4)P2, y PI(3,4,5)P3, respectivamente. Estos fosfolipidos
actuan como segundos mensajeros que posibilitan la activacién de Akt después de
qgue ésta se una a ellos a través de sus dominios PH (Pleckstrin Homology). Los
dominios PH son secuencias peptidicas de 100 a 120 aminoacidos que fueron
reconocidos por primera vez en la proteina pleckstrina (7) y que forma parte de
muchas proteinas transductoras de sefiales, ademas de Akt, confiriéndoles
propiedades de adhesion a la membrana plasmatica. En concreto, el dominio PH de
Akt1 tiene una alta selectividad sobre los fosfolipidos PI(3,4)P2 y PI(3,4,5)P3, pero sdlo
PI(3,4)P2 la activa provocando su reclutamiento hacia la membrana plasmatica. Esta
interaccion entre el dominio PH de Akt y PI(3,4)P2 induce un cambio conformacional
que ocasiona que el residuo Thr308 sea expuesto y pueda ser fosforilado por la
proteina PDK-18,9. La activacion completa de Akt se lleva a cabo mediante una
segunda fosforilacién sobre el residuo Ser473 mediante la proteina PDK-2 o el
complejo mTORC2, tal y como puede observarse en el esquema de la Fig. 10. Una vez
fosforilada y activada, Akt se reubica en diferentes localizaciones subcelulares donde
fosforila a otras proteinas, tales como GSK-3, BAD, MDM?2, Caspasa-9, mTOR, FKHR y
AFX, entre otras. La quinasa Akt se comporta como un factor antiapoptdtico que
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promueve la proliferacién celular, crecimiento y supervivencia, asi como la formacién
de tumores. Las tres isoformas de Akt estan activadas y/o tienen su expresion
incrementada en una gran variedad de tumores humanos, entre los cuales estan el
adenocarcinoma gastrico, el cancer de mama, el de ovarios, pancreas, préstata y el de
pulmén (Toker et Marmiroli, 2014).

ra3 S I
PIP,~—== PIP, — PIP, )
2 PDK-1

/

RTK

Inactive T308
Akt
S473
PH
domain
Activation
loop
Hydrophobic
motif
Active
Akt
——PP2A
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Figura 10. Activacion y regulacion de Akt. El receptor tirosina quinasa (RTK) es activado por la
union de factores de crecimiento (GF) en el dominio extracelular. Esto conlleva la
autofosforilacion del receptor y un aumento en la actividad quinasa. La PI3K (clase I) se une
directamente al receptor activado o mediante una proteina adaptadora. La PI3K fosforila al
PIP2 formando PIP3, accidn que puede ser revertida por la fosfatasa con homologia a tensina
(PTEN). Akt se mantiene inactiva a través de una interaccidn intramolecular entre los dominios
PH y quinasa. Sin embargo, la interaccion entre el dominio PH y PIP3 induce un cambio
conformacional en Akt que permite a la proteina PDK-1 fosforilar a Akt en el residuo de Thr308
promoviendo su activacion. La desfosforilacion de este residuo es regulada por la proteina
fosfatasa 2A (PP2A). mTORC2 fosforila el residuo Ser473, mientras que media su
desfosforilacion la fosfatasa PHLPP (Hers et al., 2011).

- La proteina CREB (AAMP response element-binding, en inglés) fue descrita por
primera vez como un factor de transcripcion de respuesta al AMP, en 1987. La
proteina CREB se une a secuencias del DNA conocidas como "elementos de respuesta
al AMP." o CRE (AAMP response element, en inglés). Mediante esta unidn, regula la
transcripcion de numerosos genes, entre los que se encuentran, C-Fos, la
neurotrofina BDNF (brain-derived neurotrophic factor), tirosina hidroxilasa,
somatostatina, encefalina, factor de crecimiento nervioso, hormona de liberacion de
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corticotropina, péptido similar al glucagén tipo 1 (GLP-1), polipéptido inhibidor
gastrico (GIP), polipéptido activador de la adenilil ciclasa de pituitaria (PACAP), o el
factor de crecimiento insulinico (IGF-1), entre otros (Dalle et al., 2011). Muchos
estudios han mostrado que CREB estd implicado en una amplia gama de procesos
biolégicos, tales como el metabolismo de la glucosa, la supervivencia celular, y
funciones neurales complejas como el aprendizaje y la memoria, por ejemplo.

La activacion de la proteina CREB se lleva a cabo tras la activacién de receptores de
membrana que transducen sefiales generadoras de segundos mensajeros tales como
el AMP, o el Ca*; los cudles, a su vez, activan a proteinas quinasas A (PKA). Estas
proteinas se desplazan desde el citosol al interior del nucleo, donde, pueden fosforilar
y activar a CREB y a otras muchas dianas. Una vez activado, como P-CREB, éste se une
a regiones CRE en el DNA. Tras esta union de P-CREB a los lugares CRE son reclutadas
otras proteinas que lo coactivan (CBP o proteina de unidn a CREB) facilitando su
accion transcripcional.

- La proteina AMPK (proteina quinasa activada por AMP), es un complejo enzimatico
que se activa en respuesta a un aumento en la relacion AMP/ATP en la célula. Por
ello, se considera un sensor energético y regulador clave del metabolismo. La
proteina AMPK controla el metabolismo de la glucosa y el de los lipidos, e integra
circuitos de sefializaciéon entre tejidos periféricos y el hipotdlamo regulando la ingesta
y el gasto energético de todo el organismo (Carling 2004; Hardie et Sakamoto, 2006).
Su activacion tiene lugar a través de la quinasa LKB1 y es capaz de fosforilar enzimas
que participan en el consumo y la generacidn de ATP. La activacion de AMPK se
produce por un amplio abanico de estreses metabdlicos entre los que se incluyen,
ausencia de glucosa, ejercicio, hipoxia, isquemia, estrés oxidativo y estrés
hiperosmatico. A excepcidn de éste ultimo, todos los demas tipos de estrés, estan
relacionados con un aumento en la relacion AMP: ATP celular; esto es, con un bajo
nivel de energia celular. Una vez que AMPK es activada, inhibe rutas anabdlicas
(biosintéticas) y otros procesos que consumen ATP, y activa rutas catabdlicas que lo
generan, todo contribuye a restablecer y mantener el balance energético celular.
Desde que se relacioné a AMPK con el control metabdlico, sefialandola como una
diana crucial de los agentes antihiperglucémicos, los estudios sobre esta enzima han
aumentado exponencialmente, habiéndose propuesto como potencial diana
terapéutica para el tratamiento de la diabetes, el cancer (Luo et al., 2005) o la
obesidad (Kola et al. 2006).

- Las siglas mTOR hacen referencia a la llamada “diana en mamiferos de Ia
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rapamicina”, molécula ésta uUltima, que actia como su inhibidor. La proteina mTOR es
una Ser/Thr proteina quinasa altamente conservada, localizada en el citosol celular. Lo
que se conoce como MTOR es en realidad la asociacién de dos complejos proteicos
distintos bioquimica y funcionalmente conocidos como mTORC1 y mTORC2, segun las
subunidades proteicas que lo conforman. En este trabajo, hemos estudiado el
complejo mTORCL1 de los islotes de Langerhans, que promueve el crecimiento celular
de las células B y modula la secrecidn de insulina.

El complejo proteico mTOR se comporta fisiolégicamente como un sensor metabdlico
gue se activa en respuesta a sefiales extracelulares tales como nutrientes, factores de
crecimiento y hormonas como la propia insulina (Howell et Manning, 2011; Sengupta
et al., 2010; Zoncu et al., 2011; Balcazar et al., 2009; André et Cota, 2012). Existen un
conjunto de proteinas que activan a mTORC1 que son conocidas como proteinas
“upstream” de mTORCL1. Por su parte, a las proteinas diana de mTORC1 se conocen
como proteinas “downstream” de mTORC1 (Fig. 11).

A continuacidn, se hard un breve resumen de las principales sefales, rutas y proteinas
que activan a mTORC1. Asi, el complejo mTORC1 se activa por proteina-G pequeias
como Rheb cuando éstas se activan al unirse el GTP (Garami et al., 2003; Saucedo et
al., 2003; Zhang et al., 2006). La proteina Rheb regula su propia funcién a través de su
actividad GTPasa intrinseca y por los complejos 1 y 2 supresores de tumores (TSC1/2)
(Garami et al., 2003; Saucedo et al., 2003; Zhang et al., 2006) los cudles causan su
inhibicién. En respuesta a factores de crecimiento, hormonas y nutrientes se activan
rutas de sefalizacion que promueven la inactivacién por fosforilaciéon de TSC2, con lo
gque mTORC1 se activa. De esta forma, en respuesta a la insulina mTORC1 resulta
activado por proteinas quinasas B (PKB/Akt) 6 por ERK/RSK en el caso de factores de
crecimiento. Nutrientes como la glucosa activan a mTORC1 mediante la inhibicion de
AMPK las cuales a su vez activan a las proteinas TSC1/2, y ciertos aminoacidos, lo
hacen a través de proteinas GTPasas Rag.

Una vez que mTORC1 ha sido activado, el complejo fosforila y activa a sus dianas, las
proteinas 4EBPs y S6K1, las cuales promueven la sintesis de proteinas, el crecimiento y
la proliferacidn celular (Laplante et Sabatini, 2012).
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Figura 11. Via de sefializacion intracelular de mTORC1 (upstream y downstream de mTORC1).
Sefiales extracelulares como nutrientes, factores de crecimiento, y hormonas como la insulina
van a activar a las proteinas upstream de mTORC1. A su vez, mTORC1 va a activar a sus
proteinas downstream (Haissaguerre et al., 2014).

En resumen, la supervivencia celular, proliferacidn y diferenciacién estan mediadas
por la sefializaciéon a través de MAPK (proteina quinasas activadas por mitégenos), AKT
y CREB, y el aumento en la sintesis de proteinas por mTOR (Giorgino et al., 2005;
Krook et Zierath, 2009; Fritsche et al., 2008). Los cambios en el metabolismo son
principalmente controlados por AKT aunque también puede estar implicada la
sefializacion de la PKC (Giorgino et al., 2005; Krook et Zierath, 2009; Leclercq et al.,
2007; Fritsche et al., 2008). Los dos efectos mas importantes de la sefializacion de la
insulina en los tejidos periféricos (con respecto a la retirada de glucosa de la sangre)
son la reduccion en la produccion de la glucosa hepatica y el aumento de la captura
de glucosa (por translocacion de GLUT4 a la membrana plasmatica) en el musculo
esquelético y el tejido adiposo (Bouzakri et al, 2006; Fritsche et al, 2008; Leney et
Tavare, 2009). En general, la sefalizacién de la insulina desencadena la regulacion del
metabolismo energético, la expresion genética y los efectos mitogénicos, pasando de
un estado catabdlico a un estado anabdlico.
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1.5 LA DIABETES TIPO 2

La diabetes tipo 2 es un desorden metabdlico caracterizado por hiperglucemia
resultado de la combinacion de multiples factores entre los que se encuentran la
resistencia a la insulina por parte de sus tejidos diana y de la incapacidad de las células
B para producir una cantidad suficiente de insulina que mantenga la normoglucemia
en sangre (Bowe et al., 2014). Normalmente, la enfermedad se inicia con la aparicion
de resistencia periférica a la insulina (Kahn et al., 2006; Muoio et Newgard, 2008;
Pajvani et Accili, 2015) para, posteriormente, aparecer una disfuncidon progresiva de
las células B (Kahn, 2001), y una clara reduccidn de la masa de las mismas (Butler et
al., 2003; Deng et al., 2004).

Desde el punto de vista clinico, se considera que una persona es diabética cuando
concurren en ella alguna o todas de las siguientes circunstancias: a) posesion de
niveles de glucosa sanguinea en ayunas mayores o iguales a 7.0mM (126mg/dl); b) la
posesidn de niveles de glucemia mayores o iguales a 11.1mM (200mg/dl) tras 2h de la
realizacién de una prueba de tolerancia oral a la glucosa, o c) poseer niveles de
hemoglobina glicosilada (HbAlc) mayores o iguales a 48mM (> 6.5 DCCT %). Datos
estadisticos-epidemioldgicos mostraron que la diabetes tuvo una incidencia a nivel
mundial de 382 millones de personas afectadas en el aflo 2013, aunque se prevé que
esta cifra alcance los 592 millones en 2035 (Forouhi et Wareham, 2014). El 5-10% del
total de estos 382 millones de sujetos presentan diabetes tipo 1, que actualmente se
tratan principalmente, con inyecciones subcutdneas de insulina recombinante o con
bombas exégenas de infusién de la misma que suplan su falta de produccién por la
destruccién autoinmune de las células B. El porcentaje restante de individuos (90-
95%), muestran diabetes tipo 2, en la mayoria de los casos asociada a fenémenos de
obesidad (Al-Safar et al., 2015; Kawakami et al., 2015).

A pesar de que la resistencia a la insulina es una caracteristica tipica de la diabetes
tipo 2, ésta no parece ser la causa responsable directa de la enfermedad. Asi, se ha
estimado que sélo el 15-20% de los individuos que presentan resistencia a la insulina
cronica llegan a desarrollar diabetes tipo 2 (Butler et al., 2003; Deng et al., 2004;
Polonsky, 2000). Ello se ha explicado mdas bien por la capacidad que tienen las células
B para poner en marcha mecanismos compensatorios que incrementan su masa y su
funcionalidad (Butler et al., 2003; Deng et al., 2004; Hull et al., 2005) con el fin de
mantener la homeostasis de la glucosa. Se considera que los individuos que adquieren
un fenotipo de diabetes tipo 2, habiendo sobrepasado la maxima capacidad de
expansiéon de la masa de células B, desarrollan una disfuncién de Ia
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célula B a la que posiblemente contribuyen la deposicién de proteinas amiloides en
los islotes, el estrés oxidativo, la inflamacion, el exceso de acidos grasos y la carencia
del efecto de las incretinas (Taylor, 2013).

La hiperglucemia crénica presente en la diabetes tipo 2 causa devastadoras
complicaciones “macro” y “micro” vasculares que son las responsables de la
reduccion en la calidad de vida, el incremento en la morbilidad, la prematura
mortalidad y un considerable coste sanitario. En concreto, esta heterogénea
enfermedad afecta a tejidos como el sistema nervioso central, aumentando el riesgo
de disfuncion cognitiva y demencia, al sistema cardiovascular, produciendo
enfermedad isquémica del corazén y derrame cerebral, a la vista, siendo la mayor
causa de ceguera no traumatica, y al rindn, causando insuficiencia renal. La diabetes
tipo 2 tiene también un componente genético, siendo resultado de la combinacién de
los factores ambientales (estilo de vida sedentario, alimentacidn...) y la susceptibilidad
genética a desarrollar obesidad y/o diabetes, como sucede con otras enfermedades
de gran prevalencia como el cancer.

Junto a la disfuncién de las células B, cada vez son mds numerosos los estudios que
sugieren que la disfuncion de las células a (secretoras de glucagdn) durante la
obesidad, podria estar también implicada en la fisiopatologia de la diabetes tipo 2
(Merino et al., 2015). La secrecion excesiva de glucagdn de las células a contribuye a
la hiperglucemia persistente mediante el incremento de la produccion hepatica de
glucosa en ayunas y una menor reduccidon después de la ingesta (Spellman, 2007;
Burcelin et al., 2008). Por el contrario, durante la hipoglucemia, la secrecion de
glucagdn parece estar atenuada en la diabetes tipo 2. Ademas, la inhibicién inducida
por glucosa de glucagén se suprime lo que conduce a un gran aumento de la glucemia
(hiperglucemia) debido posiblemente a una desregulacidon de la gluconeogénesis
hepatica (Burcelin et al., 2008; Quesada et al., 2008).

En la actualidad, el tratamiento de la diabetes tipo 2 se aborda inicialmente
promoviendo en los pacientes cambios en sus estilos de vida, como la realizacién de
una actividad fisica regular, eliminacidn del tabaco y alcohol, y mediante el control de
la dieta. Estd documentado, que sdélo estos cambios en los habitos de vida son
capaces de revertir la diabetes tipo 2 cuando ésta se halla en estadios no muy
avanzados (Lim et al., 2011). Para los casos en que este tipo de intervencién no
consigue un adecuado control glucémico, existen tratamientos farmacolégicos
encaminados principalmente a potenciar la secrecién de insulina estimulada por
glucosa (los de la familia de las sulfonilureas, como la glibenclamida), y a disminuir las
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tasas de gluconeogénesis hepdtica (como la metformina). Otros tratamientos mas
recientes son los que emplean agonistas de GLP-1, inhibidores de la dipeptidil
peptidasa-4 (DPP-4) o inhibidores del cotransportador sodio-glucosa tipo 2 (SGLT2).
Respecto a los agonistas de GLP-1, como el liraglutida, aparte de potenciar la
secrecidon de insulina, estos compuestos tienen un efecto tréfico sobre el islote
pancredtico, preservando la masa de células B y disminuyendo la secreciéon de
glucagdn. Los inhibidores de la DPP-4, enzima que degrada las incretinas GLP-1 y GIP,
aumentan la vida media de éstas, incrementando asi su accién beneficiosa sobre la
produccién de insulina. Por otro lado, SGLT2 es una proteina de transporte sodio-
glucosa que se expresa en las células del tubulo proximal de las nefronas del rifidn. En
circunstancias normales, este cotransportador impide que la glucosa se elimine a
través del mismo. En este sentido, el uso de inhibidores de SGLT2 puede resultar
beneficioso para corregir la hiperglucemia asociada a la diabetes tipo 2. Finalmente,
es de destacar el creciente empleo de la denominada cirugia metabdlica como
tratamiento anti-diabético. Este tratamiento quirurgico, idéntico a la cirugia baridtrica
practicada en individuos obesos mdrbidos, es capaz de revertir la diabetes tipo 2 en
pacientes con obesidad asociada y con un inadecuado control glucémico (Taylor,
2013).

1.6 ALTERACIONES EN VIAS DE SENALIZACION INTRACELULAR EN ISLOTES
PANCREATICOS Y OTROS TEJIDOS DURANTE LA DIABETES

1.6.1 Alteraciones de la via AKT/PKB en diabetes

Como hemos comentado anteriormente, existen tres isoformas de Akt (Aktl,
Akt2 y Akt3), cada una de ellas estd involucrada en procesos celulares distintos. Asi,
Aktl regula la supervivencia celular (Matsui et Rosenzweig, 2005), Akt2 controla el
metabolismo (DeBosch et al., 2006) y Akt3 el desarrollo cerebral (Tschopp et al.,
2005).

La sefializacién mediada por Akt juega un papel central en la captacion de glucosa por
parte de los tejidos metabdlicamente activos que responden a la insulina, como el
musculo y el tejido adiposo (facilitando la translocacién de los transportadores GLUTs
a la membrana plasmatica) y, ademas, también, en presencia de insulina inhibe la
gluconeogénesis hepdtica, regulando negativamente a las dos enzimas claves que
participan en el control de este proceso, la fosfoenolpiruvato-carboxiquinasa y la
glucosa-6-fosfatasa (Steinberg et al., 2009). Debido a su papel crucial en el
metabolismo glucidico y lipidico, la alteracidn en la via de sefalizacién de Akt
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contribuye a generar diabetes. En este contexto, ratones knockout (KO) para la
isoforma Akt2 tienen reducido el transporte de glucosa en el musculo esquelético y el
tejido adiposo y muestran hiperglucemia (Garofalo et al., 2003). Ademas, una
mutacion dominante en el gen AKT2 (R274H) en humanos causa hiperinsulinemia
severa y diabetes, confirmando el papel relevante de Akt en el control del
metabolismo (George et al., 2004). Ademas, la delecidn de las isoformas Akt1 y Akt2
causa intolerancia a la glucosa, resistencia a la insulina y altera la respuesta a la
insulina en el higado (Mackenzie et Elliott, 2014).

Akt no sélo juega un papel clave en el transporte de glucosa en los tejidos diana de la
insulina, sino que también, estimula la supervivencia y la proliferacién de las células 8
en el pancreas endocrino (Elghazi et al., 2007). Experimentos realizados in vitro con
células de insulinoma, e islotes pancreaticos aislados de animales, han demostrado
que la activacién de Akt a partir de glucosa, insulina, IGF-1 y GLP-1 es el principal
desencadenante de los efectos anti-apoptdticos de estas moléculas (Srinivasan et al.,
2002; Ohsugi et al., 2005; Brubaker et Drucker, 2004; Dickson et Rhodes, 2004).

La alteracién en el transporte de glucosa en la diabetes podria ser debida a una
reduccién en la sefalizacion de Akt causada por elevados niveles circulantes de acidos
grasos libres (FFA) y de citoquinas inflamatorias. Uno de los mecanismos que han sido
descritos, por los que los FFA y las citoquinas contribuyen a la resistencia a la insulina
es la induccién de la fosforilacién de la Ser307 de IRS-1 (Le Marchand-Brustel et al.,
2003). De esta manera, la sefalizacion mediada a través de los IRS-1 se ve reducida,
disminuyendo la activacidn de PI3K y Akt. Otro mecanismo por el que los FFA y Ila
citoquinas podrian ocasionar resistencia a la insulina seria a través de la activacién de
fosfatasas que regulan negativamente la cascada de sefializacién de la insulina.
Ademads, los FFA elevan la producciéon de ceramidas que actian como segundos
mensajeros activando rutas que disminuyen la sensibilidad a la insulina, como por
ejemplo activando a la fosfatasa 2A (PP2A), la cual, desfosforila e inhibe a Akt,
reduciendo el transporte de glucosa. También se ha descrito, que el TNF-a media la
aparicién de resistencia a la insulina en el musculo activando a la fosfatasa PTP1B
(implicada en la desfosforilacidn del receptor de insulina), reduciendo la sefializacién
de Akt (Hers et al., 2011).

El sustrato Akt de 160 kDa (AS160), también conocido como TBC1D4, tiene un papel
relevante bien establecido en la translocacién de los transportadores GLUT-4, desde
vesiculas intracelulares a la membrana plasmatica, inducida por Akt/PKB en el
musculo esquelético. Tras su activacidn, Akt/PKB fosforila a AS160, lo que conduce a
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una reduccién en la actividad Rab-GTPase, y con ello, se promueve la translocacidn de
GLUT-4 y la captacion de glucosa. Por lo tanto, cualquier defecto en la via de
sefializacion PI3 quinasa/Akt/AS160 en ultima instancia, reducira la captacion de
glucosa en el musculo esquelético. De forma similar, la delecion hepatica de la
isoforma Aktl y Akt2 provoca intolerancia a la glucosa, resistencia a la insulina y una
respuesta transcripcional defectuosa de la insulina a la alimentacién en hepatocitos
(Mackenzie et Elliott, 2014).

De acuerdo con lo anteriormente comentado, la inhibicion de la inositol hexafosfato
quinasa 1 (IP6K1) que regula negativamente a Akt, podria mejorar la accidn periférica
de la insulina y la funcidn hepdtica segun muestran estudios realizados con ratones
KO para IP6K1. La enzima IP6K1 forma pirofosfato de inositol 7 (IP7) a partir de la
fosforilacién de IP6; éste, a su vez, se une al dominio PH de Akt impidiendo su
translocacion a la membrana plasmatica, y con ello, la fosforilacion de esta molécula
por la quinasa PDK1. Los ratones KO para IP6K1, presentan una elevada actividad de
Akt en respuesta a la estimulacién de la insulina y un transporte de glucosa
incrementado en el musculo esquelético. A su vez, tienen disminuido los niveles de
insulina en sangre, y manifiestan una mejora en la sensibilidad a esta hormona.
Interesantemente, también muestran un fenotipo delgado, relacionado con un
incremento en la B-oxidacion de los dcidos grasos y una reducida adipogénesis
(Mackenzie et Elliott, 2014). A pesar de lo comentado, otros autores sugieren que la
disminucion en los niveles en sangre de insulina de los ratones KO de IP6K1 reflejan
una pérdida de la funcion de la célula B (Bhandari et al., 2008) y que IP7 incrementa la
secrecidn de insulina por parte de este tipo celular (lllies et al., 2007).

Los ratones KO de IP6K1, a pesar de mostrar bajas concentraciones de insulina, no
manifiestan caracteristicas tipicas de la diabetes, presentando niveles basales de
glucosa y hemoglobina glucosilada normales, y reduccidon de peso a las 10 semanas
(Chakraborty et al., 2010). Estos datos realzan los efectos positivos de la inhibicion de
la IP6K1 sobre la sensibilidad a la insulina por parte de los tejidos periféricos debido a
un incremento en la actividad de Akt (Mackenzie et Elliott, 2014).

En contraposicion a todos estos datos obtenidos en distintos estudios sobre
alteraciones en proteinas activadoras o dianas de Akt, otros autores han encontrado
que la actividad de Akt en el musculo esquelético de sujetos con resistencia a la
insulina no estd alterada (Storgaard et al., 2001; Kruszynska et al., 2002; Storgaard et
al., 2004; Bandyopadhyay et al., 2005).
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Otros estudios también han relacionado la pérdida de la actividad de Akt con la accidn
de la hormona leptina. Asi, ratones KO para Aktl y Akt2 muestran niveles circulantes
de leptina reducidos y la restauracién de los niveles de leptina mantiene Ia
homeostasis de la glucosa en animales diabéticos KO de Akt, sugiriendo que la leptina
estimula la accién de la insulina en estos animales (Hay, 2011).

Por ultimo, Akt regula positivamente la actividad del factor de transcripcién CREB,
fosforilandolo directamente (Du et Montminy, 1998). La fosforilacion de CREB por Akt
induce la unién de proteinas accesorias que son necesarias para la transcripcion de
genes que mantienen la supervivencia celular como bcl-2 y mcl-1 (Nicholson et
Anderson, 2002; Inoki et al., 2002; Kovacina et al., 2003).

1.6.2 Alteraciones de la via AMPK en diabetes

Como ya se ha comentado, la proteina AMPK es un sensor metabdlico
capaz de detectar niveles bajos de energia en la célula, esto es, cuando la relacion
AMP/ATP se halla elevada. De esta forma, favorece procesos que sintetizan ATP,
como la B-oxidacién de FFA, e inhibe aquellos que requieren ATP, como la sintesis de
triglicéridos y de proteinas.

La proteina AMPK es una serina/treonina quinasa formada por tres subunidades; una
subunidad catalitica (a), y dos subunidades reguladoras (B y y). Cada subunidad tiene
multiples isoformas (al, a2, B1, B2, vi, y2, y3), sumando un total de 12 posibles
combinaciones heterotriméricas. Algunas isoformas son especificas de tejido, por
ejemplo, la isoforma al predomina en el higado y el tejido adiposo mientras que la a2
lo hace en el cerebro, corazén y musculo esquelético (O’Neill, 2013; Steinberg et
Kemp, 2009).

La activacion de AMPK requiere un incremento de la relacion AMP/ATP vy la
fosforilacién de la treonina 172 de la subunidad a, por una de las tres quinasas
siguientes: la quinasa supresora de tumores tipo 1 del higado (LKB1), la proteina
quinasa B dependiente de Ca** y calmodulina (CaMKKB), o la quinasa tipo 1 activada
por el factor de crecimiento B transformante (TAK1). AMPK presenta, también, un
residuo de serina (Ser 485) en la subunidad al susceptible de ser fosforilada por Akt,
proteina quinasa A (PKA), o por autofosforilacidn, en tejidos como el corazon, tejido
adiposo y células musculares del endotelio, lo que conduce a su inhibicién. De forma
similar, AMPK puede ser inhibida a través de la fosforilacién de la serina 491 de su
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subunidad a2 por PKA, p70S6K (Dagon et al., 2012) o por autofosforilacién, en
adipocitos, hipotalamo, corazon y células HEK293, e incluso por Akt (Horman et al.,,
2006; Ning et al., 2011).

Las funciones de AMPK en la regulacidn del metabolismo energético se resumen en la
Fig. 12. En el musculo esquelético y cardiaco, la activacién de AMPK incrementa la
captacion de glucosa, la oxidacién de los FFA y la glucolisis. En el higado, la actividad
de la AMPK inhibe la sintesis del colesterol y la de los FFA y la gluconeogénesis. La
lipolisis y la lipogénesis en el tejido adiposo son también inhibidos tras la activacion
de la AMPK. A su vez, en las células B del pancreas, disminuye la secrecién de insulina
(Coughlan et al., 2014).

|Muscle | | Heart | [Hypothalamus]
Glucose uptake Glucose uptake Food intake
fatty acid oxidation fatty acid oxidation
2 glycolysis
Liver Adipose tissue Pancreas
Fatty acid synthesis  Fatty acid synthesis Insulin secretion
gluconeogenesis lipolysis

Figura 12. Funciones de la proteina AMPK en el control del metabolismo energético. La
activacion de AMPK (flechas verdes) estimula los procesos metabdlicos que generan energia
mientras que inhibe aquellos que la consumen (lineas rojas) (Coughlan et al., 2014).

Numerosos estudios sugieren que la proteina AMPK se encuentra alterada en la
diabetes tipo 2; la actividad de AMPK se encuentra disminuida en el musculo
esquelético de modelos animales con fenotipo de sindrome metabdlico (Ruderman et
Prentki, 2004), en humanos con diabetes tipo 2 (Bandyopadhyay et al., 2006) v,
también, en el tejido adiposo de humanos obesos (Xu et al., 2012).

En la actualidad, AMPK esta considerada una diana terapéutica para tratar la diabetes
tipo 2 y existen numerosos activadores de AMPK que son usados clinicamente para
este fin, mejorando la sensibilidad a la insulina. Entre ellos, farmacos como la
metformina, la rosiglitazona, pioglitazona y troglitazona, los cuales, activan a la AMPK
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de forma indirecta. Otros activadores de la AMPK son los inhibidores de la dipeptidil
peptidasa-4, que previenen la degradacidon de GLP-1, la tienopiridina, los salicilatos,
las moléculas PTlI y C24, compuestos naturales y hormonas como la leptina y la
adiponectina (Coughlan et al., 2014).

1.6.3 Alteraciones de la via mTOR en diabetes

Como se ha comentado anteriormente, mTORC1 es un sensor metabdlico que
se activa a partir de senales extracelulares tales como factores de crecimiento,
hormonas y nutrientes. Asimismo, incrementa la masa y estimula a las células B en
aquellas situaciones fisiolégicas que asi lo demandan, como es el caso de la
hiperglucemia y la resistencia a la insulina. La glucosa, a través de la actividad de
mTORC1, se comporta como un potente estimulador de la masa de las células B in vivo
en roedores (Bernard et al., 1998; Bonner-Weir at al., 1989; Paris et al., 2003; Topp et
al., 2004; Zhang et al., 2015). Estudios in vitro llevados a cabo con lineas de células
de ratén han demostrado ademas que la glucosa estimula la proliferacién y la sintesis
de proteinas de estas células a través de una via sensible a la rapamicina y, por lo
tanto, implica a mTORC1 (Xu et al., 1998; Gémez et al., 2004; Kwon et al., 2004;
Bartolomé et al., 2010). Algunos autores han propuesto que la glucosa ejerce su
accion activadora de mTORC1 en islotes y en lineas celulares de células B a través de la
accion autocrina de la insulina (Xu et al., 1998), y otros, a través de la activacion de la
proteina PKB y la inactivacién de AMPK (Gleason et al., 2007).

La activacién de mTORC1 ejerce efectos estimuladores sobre procesos tales como: la
replicacidon de la célula B a través de su diana 4EBP (Raught et al., 2004; Laplante et
Sabatini, 2012); la expresion del gen de la preinsulina, a través de su diana STAT3
(Laubner et al., 2005); la traduccion del RNAm de IGF2 (Dai et al., 2011); el
metabolismo lipidico, a través de SREBP (Li et al., 2010; Shimomura et al., 1998;
Shimomura et al., 2000) y el tamafio de la célula B a través de la quinasa S6K1 (Pende
et al., 2000; Balcazar et al., 2006), entre otros. Estos efectos han sido generalmente
validados farmacolégicamente mediante el uso del inhibidor de mTORC1 rapamicina,
que ocasiona pérdidas de funcidn y viabilidad en lineas celulares de células B y en
islotes pancredticos de roedores, indicando que el mantenimiento de la actividad de
MTORC1 es critico para la integridad estas células (Fabian et al., 1993; Bell et al.,
2003; Zhang et al., 2006).
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A pesar de lo comentado, es necesario indicar, que la hiperestimulacién de mTORC1,
por ejemplo mediante un excesivo consumo de nutrientes, podria conducir a la
sobreactivacion de su diana S6K1 (Cota et al., 2008; Woods et al., 2008), lo que
provocaria un feedback negativo sobre los IRS, que ocasionaria una disminucién de la
sefializacién a través del receptor de insulina y de esta forma podria contribuir a la
resistencia a la insulina y al estrés del reticulo endopldsmico. Condiciones éstas que
desencadenan la disfuncion de la célula B y la progresion hacia la diabetes (Elghazi et
al., 2010; Um et al., 2004; Ozcan et al., 2008; Bartolomé et al., 2014). Por tanto, y
como resumen, puede afirmarse que la via mTORC1 es importante para la respuesta
de la célula B ante la hiperglucemia, siendo activada en esta condicién, donde se
demanda un incremento de la masa de células B. A su vez, esta via participa en la
fisiopatologia de la diabetes, encontrandose desregulada, conduciendo su activacién
cronica al desarrollo de resistencia a la insulina.

1.6.4 Alteraciones de la via cAMP/CREB en diabetes

Los trabajos de Riccio et al., 1999, de Lonze et al., 2002 y Mantamadiotis et
al., 2002, donde se sugiere que el factor de transcripcion CREB desempefiaba una
funcién primordial en la supervivencia de neuronas, activando genes antiapoptéticos
como el gen Bcl-2, acrecentaron el interés por averiguar si CREB pudiera actuar
también como un factor de supervivencia en otros tipos celulares, como por ejemplo
en las células B pancredticas.

Como se comentd en el apartado 1.2, GLP-1, secretado por los enterocitos, potencia la
segunda fase de la secreciéon de insulina via AMP,, incrementando por tanto, la
liberacion de esta hormona en los islotes pancredticos y favoreciendo la supervivencia
y crecimiento de la célula B (Hui et al., 2003). A su vez, el AMP,, activa a la proteina
guinasa A que media la fosforilacion de CREB y por tanto su activacién y su capacidad
para controlar la expresion de numerosos genes (Gonzalez et Montminy, 1989). Del
mismo modo, el factor de transcripcion CREB es activado por el Ca” intracelular, de
manera simultdnea a la liberacién de insulina por las células B, cuando los niveles de
glucosa en sangre son elevados, promoviendo la supervivencia y expresién génica de
las células B (Jhala et al., 2003). Por tanto, las acciones derivadas del incremento del
AMP. y el Ca®* convergen en el estimulo del factor de transcripcién CREB en los islotes
pancreaticos.

La capacidad de agonistas del receptor de GLP-1 para proteger a las células B de la
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apoptosis a través de un mecanismo dependiente de AMP. en modelos animales de
diabetes (Drucker, 2003) llevd a pensar que el factor de transcripcion CREB estaba
involucrado en la regulacion de genes pro-apoptoéticos y/o de supervivencia celular de
la célula B. Los estudios que vamos a describir a continuacidn, realizados en modelos
de animales knockout para CREB y knockdown para esta proteina en lineas celulares
(células INS-1E y MING), e islotes pancreaticos humanos confirmaron esta hipétesis.

De este modo, numerosos autores han demostrado cémo el factor de transcripcion
CREB no sélo promueve la supervivencia de los islotes pancreaticos, induciendo genes
antiapoptéticos o proteinas quinasas que favorecen la proliferacidn celular, sino que,
ademas, CREB colabora en el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa,
potenciando la secrecién de insulina y su expresiéon se encuentra alterada en la
diabetes tipo 2 (Jhala et al., 2003; Persaud et al., 2011; Costes et al., 2009).

Los mecanismos intracelulares a través de los cuales el factor de transcripcion CREB
media sus efectos proliferativos y antiapoptdticos en la célula B estan relacionados
con una de sus dianas, el sustrato del receptor de insulina tipo 2 (IRS-2), que a su vez
activa a la proteina Akt (en respuesta a la insulina y al factor de crecimiento insulinico
tipo 1, IGF-1) (Jhala et al., 2003). La inhibicién de la actividad de CREB en células B de
ratas conduce a un déficit en la liberacidon de insulina, intolerancia a la glucosa,
disminucién en la expansidon en masa, incremento en la tasa de apoptosis y una
notable reduccidn en la expresién de IRS-2 (Jhala et al., 2003). Otros autores también
sugieren que CREB regula la expresion de Irs-2 en las células B a través de un
mecanismo dependiente Ca** y activacién de quinasas dependientes de Ca* y
calmodulina (CaMK,,) (Persaud et al., 2011). Por otra parte, ratones KO para Irs-2,
presentan una significativa reduccién en la masa de células B, que precede al
desarrollo de diabetes; mientras que la sobreexpresién de este gen en células 3
incrementd la supervivencia, el crecimiento y la proliferacion celular (Hennige et al.,
2003). Como ya hemos sugerido, la incretina GLP-1 y agonistas del receptor GLP-1
como la exendina-4, también promueven la fosforilacion, y por tanto, la activacion de
CREB (Jhala et al., 2003) y de IRS-2 (Park et Cho, 2006).

Todos estos datos apoyan la idea de que la actividad del factor de transcripcion CREB
es esencial para la integridad funcional de la célula B (Jhala et al., 2003; Jambal et al.,
2003; Sarkar et al., 2007). Finalmente, indicar que CREB en su estructura primaria
presenta una secuencia que es reconocida por el complejo proteasoma-ubiquitina, el
cual, media su degradacién en condiciones de glucotoxicidad en la célula B. Esto,
limita sus actividades post-transcripcionales anti-apoptéticas, de mejora en la
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sensibilidad a la glucosa, y de control de la transcripcion de genes implicados en la
sintesis de glucosa y secrecidn de insulina (Costes et al., 2009).

1.7 ESTRES OXIDATIVO EN EL ISLOTE PANCREATICO Y DIABETES

El estrés oxidativo celular resulta del desequilibrio entre la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y/o de nitrégeno (RNS) y la neutralizacion de éstas
por los tampones redox celulares y la actividad de otros sistemas antioxidantes. Las
ROS como el anion superodxido (0,7), el perdxido de hidrégeno (H,0,), los radicales
hidroxilo (OH'), y las especies reactivas de nitrégeno (RNS) como el éxido nitrico (NO)
y el peroxinitrito (ONOO’), son moléculas que cuando aparecen en exceso pueden
causar disfuncion y muerte celular por alteracion de vias metabdlicas (Newsholme et
al., 2007 y 2009). Asimismo, causan dafios en las membranas celulares y en moléculas
importantes como el DNA, proteinas, etc. (Boveris et al., 1972; Turrens, 1997; Jonhson
et al., 1999; Chandra et al., 2000; Limon-Pacheco et Gonsebatt, 2009).

El dafo celular asociado al estrés oxidativo no tiene que ver sdlo con la concentracién
de RQOS, sino con el tipo concreto de ROS y su capacidad reactiva. La vida media y
reactividad de estas especies es muy diferente, lo cual da idea de los posibles procesos
biolégicos en los que podrian estar implicadas (Droge, 2002). La formacion de O,
generado cuando el O, se reduce tras la adquisicion de un Unico electrén, puede ser
considerado el paso inicial para la formacién de otras ROS, y RNS. Como indicaremos
mas adelante, diferentes sistemas enzimaticos pueden dar lugar a la aparicidn de este
reactivo anion.

Las fuentes principales generadoras de ROS en las células son los complejos I, lll y IV
de la cadena transportadora de electrones mitocondrial (NADH-ubiquinona
oxidorreductasa, ubiquinona reducida-citocromo c reductasa, y citocromo c oxidasa,
respectivamente), y el complejo enzimatico de la nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato oxidasa (NADPH oxidasa), hallado en la membrana plasmatica (Fig. 13). Todos
estos sistemas, han sido descritos en las células B pancredticas.

El O, y el H,0, son producidos de forma habitual durante el metabolismo aerobio por
los complejos I, lll y IV de la cadena transportadora de electrones presentes en la
membrana mitocondrial interna (Vinogradov et Grivennikova, 2015; Banh et al.,
2016). Las ROS producidas en estos complejos se generan cuando los electrones
unidos a sus transportadores redox se derivan hacia el oxigeno circundante y no a
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aquellos que normalmente deberian aceptarlos, lo que daria lugar inicialmente a O,".
Se ha estimado que el 1-5% del oxigeno total consumido por la mitocondria no se
reduce enteramente a agua, sino que es transformado en O,", el cual, de manera
espontdnea como consecuencia de la accién de la enzima superdxido dismutasa, es
convertido a su vez en H,0,. En la membrana mitocondrial externa, ademas, existe
otra fuente adicional de ROS que proviene de la desaminacion de aminas bidgenas
por monoaminooxidasas, las cuales, a través de una reduccién dielectrdnica,
producen H,0, a partir de O, (Quinlan et al., 2012; Quinlan et al., 2013).

La produccién de ROS por las mitocondrias puede conducir a dafio oxidativo en las
proteinas mitocondriales, las membranas y el DNA, perjudicando la capacidad de las
mitocondrias para sintetizar ATP y llevar a cabo su amplia gama de funciones
metabdlicas, incluyendo el ciclo del acido tricarboxilico, oxidacion de acidos grasos, el
metabolismo de los aminodcidos, la sintesis del hemo y el ensamblaje del centro FeS
gue son fundamentales para el funcionamiento normal de la mayoria de las células. El
dafo oxidativo mitocondrial también puede aumentar la tendencia de las
mitocondrias a liberar proteinas del espacio intermembrana tales como el citocromo ¢
(cyt c) al citosol mediante la permeabilizaciéon de la membrana externa mitocondrial
(MOMP) y activar asi la maquinaria apoptdtica de la célula. Ademas, la produccion de
ROS mitocondrial conduce a la induccién del poro de transicion de permeabilidad
mitocondrial (PTP), que hace que la membrana interna sea permeable a moléculas
pequefias en situaciones como isquemia/ lesion por reperfusién. En consecuencia, no
sorprende que el dafio oxidativo mitocondrial contribuya a una amplia gama de
patologias. Ademds, las ROS mitocondriales pueden actuar como una sefal redox
modulable, afectando de manera reversible a la actividad de una serie de funciones
en la mitocondria, el citosol y el nicleo (Murphy, 2009).

La NADPH oxidasa esta constituida por un complejo conjunto de subunidades que
normalmente, se encuentran fisicamente separadas en diferentes compartimentos de
la célula. Asi, mientras algunos de sus componentes se hallan en el citosol (p40°"*,
p4a7°" p67°"* y la proteina pequefia Rho Rac) otros, permanecen anclados a la
membrana plasmatica (gp91°"™, NOX2 y p22°"™). En presencia de un estimulo, las
subunidades citosélicas migran hacia la membrana plasmatica y se ensamblan junto al
resto de las subunidades dando lugar al complejo enzimatico cataliticamente activo.
Como resultado de la accidn catalitica del complejo se transfieren electrones desde el

NADPH al oxigeno molecular generandose O,” (Valle et al., 2011).

La NADPH oxidasa fue descrita por primera vez en fagocitos donde estd implicada en
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la eliminaciéon de patdgenos, aunque se encuentra presente también en otros
numerosos tipos celulares, incluyendo a las células B. La actividad NADPH oxidasa esta
relacionada con la disfuncién de la célula B como lo demuestran estudios realizados
en islotes pancreaticos procedentes de modelos animales de diabetes tipo 2 y
humanos, donde la expresidn y la actividad de este enzima se ve alterada. Asi, se ha
publicado que en ratas OLEFT, (Otsuka Long Evans Tokushima Fatty) y en ratones
db/db, los componentes cataliticos de este complejo enzimatico se encuentran
sobreexpresados (Nakayama et al., 2005). De igual forma, un estudio realizado con
islotes humanos aislados de pacientes con diabetes tipo 2 mostré que los niveles de
RNAmM que codifican a la subunidades cataliticas del complejo NADPH oxidasa se
encontraban claramente incrementados (Marchetti et al., 1998).

Numerosos estudios coinciden en afirmar que el estrés oxidativo celular es un
componente importantisimo en la generacién del dafio celular y tisular asociado a
procesos patolégicos tales como la inflamacién, la formacién de tumores, la
degeneracién relacionada con la edad, enfermedades como la diabetes tipo 2, etc.
(Evans et al., 2002; Brownlee, 2005; Greeman et al., 2007, Newsholme et al., 2007;
Keane et al., 2015). Este dafo celular y tisular puede producirse muy especialmente,
como se ha comentado, cuando la actividad neutralizante de los sistemas
tamponadores redox y los sistemas antioxidantes celulares, como las enzimas calatasa
(CAT), superoxido dismutasa (SOD), glutation reductasa (GSH,q) 0 glutatién peroxidasa
(GSH,er) o son suficientes para controlar el exceso de especies reactivas producidas.

Niveles elevados de glucosa y/6 lipidos circulantes; esto es, concentraciones
glucotoxicas, glucolipotodxicas o lipotdxicas, asociadas a la diabetes tipo 2 inducen
estrés oxidativo en diferentes tipos celulares, incluyendo a los islotes pancreaticos
(Newsholme et al., 2007; Keane et al., 2015; Janikiewicz et al., 2015). De hecho, se ha
postulado que el estrés oxidativo en la célula B, producto del desbalance entre el
incremento en la generacion de ROS mitocondrial por exceso de glucosa y las
actividades de las defensas antioxidantes, juega un importante papel en la
patogénesis de la diabetes tipo 2 (Robertson, 2004). En este contexto, es de destacar
que la célula B posee un sistema de defensa anti-oxidante débil y una baja capacidad
para tamponar el exceso de ROS. Asi, por ejemplo, los niveles de SODs citosdlicos y
mitocondriales son un 30-50% inferiores a los hallados en tejidos como higado, y los
de GSH, y CAT alcanzan sélo el 1% de los encontrados en este tejido. Todo ello,
conduce a afirmar que las células B poseen una delicada homeostasis redox, muy
susceptible de ser desequilibrada, y asi, también, una gran susceptibilidad al dafio
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oxidativo (Robertson et al., 1992; Newsholme et al., 2007; Gehrmann et al., 2010;
Newsholme et al., 2012).

El porqué de esta baja capacidad anti-oxidante de la célula B parece tener relaciéon
con el papel que juegan las ROS en la regulacién de la GSIS y otros procesos
fisiolégicos asociados a la misma. Asi, diferentes aproximaciones experimentales han
demostrado que ROS como H,0, y O, facilitan la secrecidén de insulina. En esta misma
linea, se ha observado también que los anti-oxidantes disminuyen la GSIS (Pi et al.,
2010). A pesar de ser baja su capacidad anti-oxidante, los islotes pancreaticos poseen
un sistema de defensa frente al exceso de ROS activo, del que son responsables
enzimas como peroxidasa, glutarredoxina y la tiorredoxina (lvarsson et al., 2005) y un
sistema tamponador redox constituido, principalmente, por el glutatién, molécula
que estd presente a concentraciones mM, y que se mantiene en estado reducido
(GSH) por la glutatidon reductasa. El GSH transfiere sus equivalentes de reduccién al
ascorbato y las glutarredoxinas. Junto a éstos, la vitamina E y el 4cido Urico también
juegan un papel como tamponadores redox.

Desde el punto de vista metodolégico, es conveniente tener en cuenta que la medida
de la produccién de ROS en los islotes pancreaticos tras GSIS parece variar segun el
tipo de sonda que se use y de las condiciones particulares de deplecidn de glucosa de
los islotes empleados. Asi se han hallado, disminuciones en el estrés oxidativo al
incrementar la glucosa en GSIS, con la sonda fluorescente dihidroetidio en células B
primarias de rata (Martens et al., 2005) 6 con la sonda fluorescente dihidro dicloro-
fluoresceina (DCF) (Lacraz et al., 2009). Sin embargo, habria que resaltar que otros
laboratorios han encontrado resultados opuestos; esto es, incrementos en ROS tras
GSIS (Bindokas et al., 2003; Sakai et al., 2003; Leloup et al., 2009).

Independientemente de la metodologia utilizada, seria légico pensar que los
diferentes escenarios de estrés oxidativo podrian contribuir de forma diferente al
dafio causado a las células B. Asi, en condiciones de bajo estrés oxidativo (sin
citotoxicidad), las células B activarian adecuadamente las respuestas adaptativas para
mantener al minimo el dafio oxidativo celular y el relacionado con el impedimento de
la GSIS. En estas condiciones, no seria esperable detectar cambios en las
concentraciones de ROS durante su medida. Sin embargo, en condiciones de estrés
oxidativo medio, podria producirse una induccidn persistente de los anti-oxidantes
enddgenos que llevaria a atenuar la sefalizacion por ROS dependiente de glucosa,
reduciendo asi la GSIS. En estas condiciones, se podrian detectar disminuciones en las
concentraciones de ROS debida a la rapida actividad de las defensas anti-oxidantes.
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Estudios recientes han encontrado una acusada disminucidon de ROS inducida por
glucosa que se ha relacionado con el incremento en la actividad de la ruta de las
pentosas fosfato y la secrecidn de insulina (Lanzen, 2008). Una ruta de las pentosas
fosfato mas activa conduce a generar gran cantidad de poder reductor en forma de
NADPH, lo que estimularia la sintesis de glutatién reducido (GSH), y de esta forma,
también, la actividad de enzimas antioxidantes que disminuyen ROS (Rebelato et al.,
2011; Newsholme et al., 2012). Ante situaciones de elevado estrés oxidativo, no
obstante, los sistemas anti-oxidantes serian insuficientes, lo que causaria la muerte
celular, hecho que haria que la GSIS no tuviese lugar. Un notable nivel de ROS seria
medido, l6gicamente, en estas condiciones.

Extrapolando a los diferentes estadios de la diabetes tipo 2, en estadios tempranos
predominarian los fendmenos de alteraciones en la GSIS debidas a activaciéon del
sistema de defensa anti-oxidante, mientras que en estadios mas tardios de la
enfermedad predominarian las alteraciones en la GSIS debida a muerte celular (Pi et
al., 2010). Por tanto, la deteccidén de incrementos o disminuciones en la produccién
de ROS en islotes pancreaticos aislados podria estar relacionada con el estado de la
diabetes en curso.

La generacién excesiva de ROS por parte de la mitocondria no compensados por las
defensas anti-oxidantes lleva a la disfuncion mitocondrial, peroxidacién lipidica, estrés
del reticulo y respuesta inflamatoria. Todos estos procesos tienen lugar no sélo en
tejidos periféricos, sino también en células B pancredticas, contribuyendo a la
patogénesis de la diabetes (Jezek et al., 2012). En relacion al dafio mitocondrial, la
principal diana del estrés oxidativo es el DNA mitocondrial, sus proteinas de
mantenimiento y las proteinas de la maquinaria de transcripcidn y replicacién del
DNA mitocondrial. A nivel citosélico, el estrés oxidativo produce acumulaciéon de
proteinas, lipidos y DNA oxidados. Asimismo, se activan ciertos segundos mensajeros
sensibles a ROS, como p38MAPK (Purves et al., 2001) y JNK/SAPK (Kaneto et al.,
2005). La activacion de la via JNK durante el estrés oxidativo da lugar a una menor
expresion del gen de la insulina por alteracion de la regulacidn epigenética del factor
de transcripcion PDX1 (Boucher et al., 2006). Este factor, juega un papel clave en la
proliferacién y supervivencia de las células B, de lo que se deduce que estos
importantes procesos son también modulados por el estrés oxidativo.

Detrds de la disfuncién de la célula B y la apoptosis mediada por citoquinas estan
también vias de sefalizacién intracelular que estdn inducidas por ROS. Asi, la
produccién de ROS debida a citoquinas induce la expresidon de iNOS, produciendo la
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liberacion de NO' vy la translocacién al nucleo de NFkB (Liu et al., 2014). Asi, NFkB
induce la expresion de NADPH oxidasa lo que convierte a esta enzima en la fuente
principal de ROS citosélico.

Otro estudio, realizado con islotes humanos aislados de pacientes afectados de
diabetes tipo 2, mostré un incremento en los niveles de RNAm de la subunidad
catalitica de la NADPH oxidasa (Marchetti et al., 1998). Por el contrario, islotes
pancreaticos de ratas sometidas a una dieta alta en grasa mostraron una reduccion en
la expresién de la NADPH oxidasa (Valle et al.,, 2011). Como fue comentado
anteriormente, esta reduccion de expresion del enzima, podria constituir una
respuesta adaptativa de la célula B valida en los estadios tempranos de la enfermedad
para contrarrestar los altos niveles de ROS ocasionados por una dieta alta en grasa. Si
bien, seria posible prever, no obstante, que un consumo muy prolongado de esta
dieta, haria que la respuesta adaptativa de reduccion de NADPH oxidasa fuese
insuficiente para controlar el nivel de ROS, lo que se reflejaria en la alteracidn de la
secrecidn de insulinay en la puesta en marcha de procesos de dafio y muerte celular.
Otros autores han descrito, también, que tanto las ROS generadas a través de la
NADPH oxidasa en la célula B en el citosol, como aquellas que lo hacen en la
mitocondria, regulan la secrecién de insulina y la integridad celular (Uchizono et al.,
2006; Imoto et al., 2008). Todo ello, lleva a formular la hipotesis de que el disefio y
uso de inhibidores especificos del enzima NADPH oxidasa podria ser de utilidad para
disminuir ROS y RNS, y que ello, podria constituir una nueva estrategia terapéutica
para el tratamiento de la diabetes tipo 2.

Dados los beneficios de los anti-oxidantes a la hora de contrarrestar el estrés
oxidativo, asi como sus inconvenientes al disminuir la GSIS, es interesante valorar si
las terapias con anti-oxidantes podrian ser una buena opcién terapéutica para
combatir la diabetes tipo 2 o no. Los estudios reportados hasta la fecha arrojan
resultados contradictorios. Pese a que existen un buen numero de estudios que
demuestran que compuestos anti-oxidantes protegen la célula B del estrés oxidativo,
tanto en lineas celulares B como en islotes aislados de roedores y de humanos
(Hussain, 2007; Kaneto et al., 1999; Lortz et Tiedge, 2003; Tanaka et al., 2002;
Yamamoto et al., 2008), los resultados de la terapia con anti-oxidantes en humanos
son poco concluyentes (Wiernsperger, 2003; Scott et King 2004). Se han encontrado
niveles elevados de moléculas anti-oxidantes en ratones diabéticos ob/ob (Nakao et
al., 2000), en sujetos en riesgo de desarrollar diabetes tipo 2 (Costa et al., 2002) y en
pacientes diabéticos (Chen et al., 2003; Chen et al., 2004). Estos niveles elevados de
anti-oxidantes podrian tener relacidn con la respuesta adaptativa comentada
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anteriormente; sin embargo, en roedores, se ha observado que la sobre-expresion de
enzimas como la CAT y la Gpx1 incrementa la probabilidad de desarrollar diabetes
(McClung et al., 2004). Mas aun, ha sido publicado que el uso de anti-oxidantes en
humanos incrementa la incidencia de muerte por cualquier causa (Bjelakovic et al.,
2007). El analisis de la informacién recogida en los articulos anteriormente resefiados
llevaria a poner en duda la validez del uso de los anti-oxidantes como farmacos para
el tratamiento de la diabetes tipo 2. Algunos autores, de hecho, proponen que estas
sustancias no deberian ser utilizados con fines preventivos para esta enfermedad, ya
qgue podrian interferir con la sefializacion redox en estadios donde todavia no existe
un estrés oxidativo considerado patolégico (Jezek et al., 2012). El interés sobre anti-
oxidantes se estd centrando también en la busqueda de moléculas que no tengan
capacidad para penetrar en la célula, y por ello, que puedan ayudar a combatir el
dafio oxidativo extracelular sin interferir con la sefializacidn intracelular mediada por
ROS (Pi et. al., 2010).
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Figura 13. Produccidn de ROS en una célula B a partir de la actividad mitocondrial de la NADH
ubiquinona oxidorreductasa, ubiquinol-citocromo-c reductasa y citocromo c¢ oxidasa
(complejos I, Ill y IV de la cadena transportadora de electrones respectivamente) y del
complejo NADPH oxidasa localizado en la membrana plasmatica. También se representan los
sistemas antioxidantes como la superdxido dismutasa (SOD), la catalasa, la glutatién reductasa
y la glutatidn peroxidasa. (Newsholme et al., 2007).

1.8 APOPTOSIS Y REGULACION DE LA MASA DE CELULAS B EN EL ISLOTE
PANCREATICO EN LA DIABETES

La apoptosis o muerte celular programada es un mecanismo fisioldgico,
crucial para el mantenimiento de la homeostasis tisular. En el hombre, alrededor de
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diez billones de células, continuamente, ponen en marcha mecanismos apoptdticos
para mantener la tasa de regeneracién tisular. La muerte celular programada por
apoptosis se desencadena también en respuesta a dafos irreparables en el DNA, el
ataque por agentes infecciosos, etc. (Kono et Rock, 2008). Durante la apoptosis, el
nucleo celular se condensa hasta que se fragmenta, perdiéndose la integridad
funcional de las membranas nuclear y plasmatica de la célula. Al final del proceso, se
originan los llamados cuerpos apoptéticos, que son fagocitados por los macréfagos,
eliminandose asi la célula sin dejar rastro alguno. Las caracteristicas morfoldgicas de
la apoptosis son la vacuolizacion de la membrana, la fragmentacién nuclear y la
condensacion de la cromatina (Vives-Pi et al., 2015). Se han descrito dos vias
principales para el desencadenamiento del proceso apoptético, la intrinseca,
dependiente de la salida del citocromo c¢ desde el espacio intermembrana
mitocondrial hacia el citosol, y la extrinseca, dependiente de la presencia de los
Ilamados receptores y ligandos de muerte. Ambas vias se desencadenan con la
activacidn de proteinas llamadas caspasas.

La apoptosis es un proceso finamente regulado que cuando se altera produce graves
patologias como malformaciones, defectos en el desarrollo, enfermedades autoinmunes,
enfermedades neurodegenerativas o la aparicion de tumores. La regulacién de la masa
de células B pancreaticas se mantiene en los islotes a través de un fino balance entre la
tasa de replicacion y la apoptosis de este tipo celular, ya que la tasa de neogénesis en el
pancreas adulto humano se considera insignificante comparada con la de roedores
(Finegood et al., 1995; Bonner-Weir, 2000).

En la diabetes tipo 2, la masa de células B de los islotes pancreaticos estd disminuida y la
principal causa que parece conducir a ello es el exceso en los niveles de apoptosis.
Prevenir el proceso apoptético podria ser, por tanto, muy beneficioso para el
tratamiento de esta enfermedad (Butler et al., 2003; Bouwens et Rooman, 2005; Oh,
2015). Algunos de los factores y mecanismos que se han propuestos que pueden
favorecer la apoptosis en la diabetes tipo 2 se resumen a continuacién:

- La hiperglucemia prolongada parece tener un efecto pro-apoptético, relacionado con
fendmenos de glucotoxicidad que conducen a la disfuncidn de la célula B. En estas
circunstancias se genera estrés oxidativo y se ponen en marcha rutas de sefializacion
pro-apoptéticas de respuesta al estrés en reticulo endopldsmico lo que provocan
apoptosis (Wali et al., 2014; Del Guerra et al., 2005).
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- Se ha propuesto también que el acimulo de depdsitos de oligdmeros del polipéptido
amiloide (IAPP, islet amyloid polypeptide) produce citotoxicidad asociada a la puesta
en marcha de mecanismos apoptéticos en las células B (Janson et al, 1999).

- Se ha descrito en modelos animales, que el factor de transcripcion Pdx1 (pancreatic
duodenal homeobox 1), es un factor regulador clave para la expansidon en masa de las
células B en situaciones de resistencia a la insulina. Asi, cuando la produccién de Pdx1 es
insuficiente, se produce apoptosis y se dificulta el proceso adaptativo de expansion en
masa de los islotes anteriormente comentado (Kulkarni et al., 2004).

- En modelos de ratones transgénicos, se ha comprobado que el oncogén c-myc, juega
un papel muy importante en los procesos de diferenciacion y crecimiento de las células
B. De tal forma, que su sobre-expresion conduce a un excesivo estimulo del ciclo celular,
lo que desencadena mecanismos que conducen a muerte por apoptosis de estas células
(Laybutt et al., 2002).

- Se ha descrito también que los aumentos en las concentraciones plasmaticas de
glucosa observados en la diabetes tipo 2 producen aumentos de citoquinas pro-
inflamatorias como la interleuquina 1 (IL-1B), seguidos de la activacién del factor
nuclear kB (NF-kB) y apoptosis mediada a través de receptores de muerte FAS (tumor
necrosis factor receptor superfamily member 6) (Maedler et al., 2002).

- Asimismo se ha descrito que la exposicion crénica de la células B a acidos grasos
desencadenan la sintesis de ceramidas y activacién de rutas de respuesta al estrés del
reticulo endoplasmico y estrés oxidativo que incrementan los niveles de apoptosis
(Biden et al., 2014).

En conclusidn, la tasa de apoptosis esta incrementada en la diabetes tipo 2 y este
proceso limita los fendmenos adaptativos de expansidon en masa de las células B en
los islotes pancredticos. Entre los mecanismos implicados, parecen jugar un papel
relevante fendmenos glucotdxicos y lipotoxicidad, acimulo de oligdmeros amiloides y
de factores inflamatorios, los cudles conducen a estrés oxidativo general y respuestas
pro-apoptdticas por parte del reticulo endopldsmico y de receptores de muerte.
Asimismo, y como se indicé anteriormente, intervenir farmacoldgicamente sobre
procesos que desencadenan la apoptosis de los islotes pancreaticos podria tener gran
utilidad en la terapia de la diabetes tipo 2.
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1.9 EL SISTEMA ENDOCANNABINOIDE Y EL SISTEMA LPI-GPR55
1.9.1 Breve descripcion general

El sistema endocannabinoide (SEC) es un sistema de comunicacion intercelular
gue regula numerosos procesos homeostaticos, entre ellos, el balance energético y el
metabolismo lipidico y glucidico (Osei-Hyiaman et al., 2005; Pagotto et al., 2006; Cota,
2007; Di Marzo, 2009; De Petrocelis et Di Marzo, 2009; Gatta-Cherifi et Cota, 2015;
Gruden et al., 2015). El SEC esta formado por tres tipos de componentes moleculares;
los receptores cannabinoides (receptor cannabinoide CB1 (CB1) y receptor
cannabinoide CB2 (CB2)), los ligandos cannabinoides (los Ilamados
“endocannabinoides”) de naturaleza lipidica, siendo los mas conocidos la anandamida
(AEA) y el 2-araquidonil-glicerol (2-AG) y las enzimas de sintesis y degradacién de los
mismos (Fig. 14).
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Figura 14. Componentes del sistema endocannabinoide. El SEC estd compuesto por los
receptores cannabinoides (CB1 y CB2), los endocannabinoides (AEA y 2-AG) y las enzimas de
sintesis (PLD y DAGL) y degradacién de los mismos (FAAH y MAGL). (Lee et al., 2016).

Los dos subtipos de receptores cannabinoides pertenecen a la familia de receptores
acoplados a proteina G de siete dominios transmembrana y en concreto a los de la
clase A o tipo rodopsina (Devane et al., 1992; Munro et al., 1993; Howlett et al., 2002;
Thompson et al., 2014; Romero-Zerbo et al., 2011; Liu et al., 2014; Vemuri et

69



Capitulo I. Introduccion

Makriyannis, 2015). Los receptores CB1 son ubicuos, expresandose densamente en
areas del cerebro que regulan el apetito y la saciedad, la temperatura corporal, la
locomocidn y el humor (Bisogno et al., 1999; Bellocchio et al., 2006; Pagotto et al.,
2006; Bifulco et al., 2007; Di Marzo et al., 2009). Estos receptores también han sido
identificados en tejidos periféricos como el higado, musculo esquelético, tracto
intestinal, tejido adiposo y pancreas endocrino (Osei-Hyiaman et al., 2005; Liu et al.,
2005; Massa et al., 2005; Juan-Picé et al., 2006; Cota, 2007; Bermudez-Silva et al.,
2007; De Petrocellis et al., 2007; Bermudez-Silva et al., 2008; Nakata et Yada, 2008;
Starowicz et al., 2008; Tharp et al., 2008; Li et al., 2010; Li et al., 2011). Por su parte,
los receptores CB2, estan localizados principalmente en células del sistema inmune,
tales como macroéfagos, linfocitos B y células NK, aunque también han sido
identificados en el sistema nervioso central (Van et al.,, 2005), en otras regiones
cerebrales (Skaper et al., 1996; Nufiez et al., 2004), y en el pulmédn, bazo, higado,
tejido adiposo, musculo esquelético y pancreas endocrino (Howlett et al., 2002; Mallat
et Lotersztajn, 2006; Juan-Picé et al., 2006; Cavuoto et al., 2007; Bermudez-Silva et al.,
2008; Nakata et Yada, 2008; Starowicz et al., 2008; Tharp et al., 2008; Li et al., 2010; Li
etal., 2011).

La N-araquidoniletanolamida (AEA) o anandamida es un lipido bioactivo derivado del
acido araquiddnico. Este endocannabinoide se sintetiza por la hidrdlisis catalizada por
la enzima fosfolipasa C (PLD) del fosfolipido de membrana N-araquidoniletanolamida
(NAPE) que libera AEA y acido fosfatidico. La sintesis es dependiente de Ca**. La
degradacién de este endocannabinoide es llevada a cabo por la amidohidrolasa de
acidos grasos (FAAH), que libera acido araquiddnico (AA) y etanolamina. La enzima
FAAH también enzima cataliza el proceso inverso transformando el AA + etanolamina
en AEA. La FAAH ha sido purificada, clonada y secuenciada (Cravatt et al., 1996).

Por otro lado, el 2-AG se sintetiza, de un modo similar a la AEA, a partir del
diacilglicerol (DAG). La enzima que facilita este proceso se llama diacilglicerol lipasa
(DAGL), existiendo dos isoformas, la a y la B (Bisogno et al., 2003). A su vez, el 2-AG es
degradado por la monoacilglicerol lipasa (MAGL), la FAAH y varias enzimas todavia no
caracterizadas. Se cree que la MAGL es responsable de este proceso de degradacion
hasta en un 85%.

Respecto al receptor GPR55, es conveniente hacer notar que algunos investigadores
lo consideran parte del sistema endocannabinoide, mientras que otros no. Hay
bastante controversia al respecto, y pese a ser considerado en un principio como el
receptor cannabinoide CB3 por algunos autores, en la actualidad se tiende a pensar lo
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contrario. Existen multitud de razones de peso para ello, por ejemplo, que su
homologia con CB1y CB2 es de tan solo el 14% aproximadamente (Baker et al., 2006),
careciendo ademads del tipico sitio de unién cannabinoide (Kotsikorou et al., 2011).
Por otro lado, GPR55 no pertenece a la misma subfamilia de receptores acoplados a
proteina G que CB1 y CB2. GPR55 se encuadra en el grupo 6 de la clase A mientras
que CB1 y CB2 estan en el grupo a. Esto sugiere que si GPR55 es fisiolégicamente
activado por endocannabinoides, han debido adquirir esta propiedad de manera
evolutivamente independiente a CB1 y CB2 (Pertwee et al., 2010). Pese a ser sensible
a cannabinoides, hecho éste que llevd a su consideracién inicial como receptor
cannabinoide, parece que el ligando enddgeno del receptor GPR55 es el
lisofosfolipido I-a-lisofosfatidilinositol (LPI), (Oka et al., 2007). Posteriormente ha sido
descubierto que otro compuesto relacionado, el 2-Araquidonil-LPI, activa GPR55 de
manera mas potente que el LPI, por lo que podria ser éste el verdadero ligando
endogeno de GPR55 (Oka et al., 2009).

Por todo ello, con el estado actual de conocimiento, parece mas adecuado considerar
al sistema LPI-GPR55 como un sistema de sefializacién independiente, con conexiones
moleculares con el sistema endocannabinoide. Como se describe mds abajo, aparte
de participar en procesos como el metabolismo éseo, el dolor inflamatorio o la
modulacién del sistema inmune, GPR55 parece desempeiar también un papel
importante en los tejidos metabdlicamente relevantes en general, y en el pancreas
endocrino en particular.

1.9.2 Estudio del receptor cannabinoide CB1; herramientas farmacoldgicas

Como se ha comentado anteriormente, los receptores CB1 son uno de los
efectores de la sefalizacion por endocannabinoides, probablemente son los mas
estudiados. Se encuentran ampliamente expresados en el sistema nervioso central,
de hecho, de entre los receptores acoplados a proteina G, se consideran los
mayoritariamente expresados en este tejido. Se expresan también aunque en menor
medida, en tejidos periféricos. De interés para nuestro estudio, CB1 se expresa en
todos los tejidos que son relevantes desde el punto de vista metabdlico, como el
higado, el tejido adiposo, el musculo y el pancreas endocrino.

Los receptores CB1, al igual que los CB2 estan acoplados a proteinas Gy, (inhibitorias)
heterotriméricas (Fig. 15), que promueven la inhibicién de la adenilato ciclasa y la

71



Capitulo I. Introduccion

activaciéon de canales de K', asi como proteinas quinasas activadas por mitdgeno
(MAPK) (Howlett et al., 1990; Demut et Molleman, 2006; Fonseca et al., 2013) y la via
de las quinasas PI3K/PDK/PKB (GAmez del Pulgar et al., 2000; Blazquez et al., 2015).
Ademas, el receptor CB1 estd acoplado, a través del dimero By de Gj, a otros
efectores, como son los canales de Ca®* sensibles a voltaje y canales de K'. La
activacion de los receptores cannabinoides parece disminuir la concentracion
intracelular de Ca®* a través del cierre de canales de Ca** dependientes de voltaje en
células neuronales (Mackie et Hille, 1992); aunque contradictoriamente, se ha
argumentado también que los cannabinoides podrian inducir elevaciones transitorias
del Ca* intracelular tras su estimulacién (Sugiura et al., 1996).

CANNAEINOIDES

K' ca* ATP  o%® cAMP

Figura 15. Acoplamiento de receptores cannabinoides a proteinas G inhibitorias. La activacion
de receptores cannabinoides a través de sus agonistas (cannabinoides) induce la estimulacion
de proteinas G, heterotriméricas (inhibitorias), que activan canales de K* e inhiben canales de
ca” dependientes de voltaje y a la enzima adenilato ciclasa (AC). La modulacién de esta via
intracelular afecta a la expresion de numerosos genes. Childers et Deadwyler, 1996.

Existe un amplio arsenal farmacolégico para estudiar la actividad mediada por los
receptores cannabinoides, principalmente agonistas y antagonistas de estos
receptores. En este trabajo hemos utilizado varias de estas moléculas, las cuales,
seran descritas a continuacion:

A) Rimonabant

El rimonabant o SR141716A, fue el primer antagonista descrito como molécula que
blogqueaba selectivamente los receptores CB1 tanto in vitro como in vivo (Rinaldi-
Carmona et al., 1994; Pertwee, 1997; Sun et al., 2012) (Fig. 16 A). Su nombre quimico
es N-piperino-5- (4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metilpirazol-3-carboxamida. Esta
molécula también ha mostrado cierta capacidad farmacolégica para actuar como
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agonista inverso (Pertwee, 2001). Como se comentard mas adelante, esta molécula,
patentada por la farmacéutica francesa Sanofi-Aventis, fue usada clinicamente en
paises europeos y no europeos hasta un total de 56, como farmaco anti-obesidad,
dado los buenos resultados obtenidos en los primeros ensayos clinicos que se llevaron
a cabo. En ellos se demostrd que el rimonabant reducia el apetito, la grasa abdominal
y los factores de riesgo cardio-metabdlicos en pacientes obesos y con riesgo de
desarrollar diabetes (Després et al., 2005; Van Gaal, 2005; Pi-Sunyer et al., 2006;
Scheen et al., 2006). Sin embargo, tras poco mas de dos afios de comercializaciéon fue
retirado del mercado al detectarse que causaba importantes efectos adversos
centrales (Bermudez-Silva et al., 2010).

B) LH-21

El LH-21 es un compuesto derivado del 1,2,4 triazol, en concreto 5-(4-clorofenil)-1-
(2,4-diclorofenil)-3-hexil-1H-1,2,4-triazol (Fig. 16 B). Ha sido identificado como un
antagonista neutro del receptor CB1 en experimentos in vitro e in vivo, teniendo una
baja capacidad de atravesar la barrera hematoencefilica. Se ha descrito, que LH-21
inhibe la ingesta y la ganancia de peso en ratas Zucker obesas sin desencadenar
ningun tipo de trastorno de estrés y ansiedad en estos animales (Pavén et al., 2006).
Por ello, ha sido propuesto como un antagonista periférico de CB1; el cual, mantiene
las propiedades anti-obesidad de rimonabant pero carece de efectos adversos de
naturaleza central (Pavén et al., 2006; Pavon et al., 2008; Alonso et al., 2012;
Alvarado et al., 2013). A pesar de lo comentado, en otros estudios realizados con
roedores, LH-21 no redujo el consumo de alimentos en un modo CB1-dependiente v,
ademas, manifestd capacidad para atravesar la barrera hematoencefalica (Chen et al.,
2008).

C) ACEA

La ACEA, araquidonil-2-cloroetilamida, (Fig. 16 C) es un analogo sintético del ligando
enddgeno cannabinoide AEA con una alta selectividad por CB1 sobre CB2 y con una
afinidad por CB1 en el rango nanomolar (Hillard et al., 1999). Actia como un agonista
de CB1, inhibiendo la acumulacion de AMP inducida por forskolina in vitro e
incrementando la unién de [*>S]GTPgammaS en membranas cerebelares.
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A B
Rimonabant (SR141716A) N-piperino-5- LH-21 5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenill)-
(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4- 3-hexil-1H-1,2,4-triazol
metilpirazol-3-carboxamida CyoH3Cl3N;
Cy2H21ClsN4O
C

ACEA N-(2-cloroetil)-52,82,11Z,14Z-
eiscosatetraenamida
Cy,H36CINO

Figura 16. Estructuras quimicas de antagonistas y agonistas sintéticos del receptor
cannabinoide CB1. (A) Rimonabant y (B) LH-21, antagonistas de CB1 y (C) ACEA, agonista de
CB1.

1.9.3 Estudio del receptor GPR55; herramientas farmacologicas

El descubrimiento de acciones no dependientes de CB1 ni CB2 por parte de
determinados cannabinoides ha llevado a proponer la existencia de otros receptores
cannabinoides distintos a éstos (Howlet et al., 2002). De hecho, el descubrimiento en
la literatura de patentes de la unidn de algunos cannabinoides a GPR55 llevd
inicialmente a presentar a este receptor como un nuevo receptor cannabinoide que
mediaria estas acciones independientes de CB1 y CB2 (Baker et al., 2006). Sin
embargo, como se ha comentado en el apartado 1.9.1, existen toda una serie de
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descubrimientos posteriores que apuntan a que GPR55 no es un receptor
cannabinoide, sino mas bien un receptor para otros lipidos bioactivos (LPl y 2-
Araquidonil-LP1) con sensibilidad a cannabinoides, o sea, cuya actividad puede ser
modulada por cannabinoides mediante unidn alostérica (Nevalainen et Irving, 2010).
Desde su clonacidn e identificacion como un nuevo receptor acoplado a proteina G en
1999, son muchos los estudios de expresion tisular de GPR55 que han sido llevados a
cabo. Asi, GPR55 se expresa ampliamente en cerebro humano (Sawzdargo et al.,,
1999). Se han detectado RNAs mensajeros que codifican para GPR55 en varias
regiones del cerebro y de la médula espinal. Estas zonas incluyen el hipocampo,
nucleo caudado y putamen (Sawzdargo et al., 1999), tronco del encéfalo, cerebelo,
corteza frontal, hipotalamo, cuerpo estriado (Ryberg et al., 2007) y neuronas del
ganglio de la raiz dorsal (Lauckner et al., 2008). Curiosamente, en el cuerpo estriado,
hipotdlamo y tronco del encéfalo de ratones, los niveles de RNAm que codifican para
GPR55 son similares a los de CB1, sugiriendo un papel importante de GPR55 en estas
regiones (Ryberg et al., 2007; Henstridge et al., 2011). De acuerdo con esto ultimo, se
ha publicado que GPR55 podria jugar un papel muy importante en la coordinacién
motora (Wu et al., 2013).

Ademds de en el cerebro, GPR55 también se expresa en tejidos periféricos de
humanos, ratones y ratas como el bazo, glandulas suprarrenales y hueso (Sawzdargo
et al., 1999; Ryberg et al., 2007; Whyte et al., 2009), asi como en tejidos
metabdlicamente relevantes como el tejido adiposo (Moreno-Navarrete et al., 2012),
el tracto gastrointestinal (Ryberg et al., 2007; Lin et al., 2011; Schicho et al., 2011), el
higado (Sawzdargo et al., 1999; Romero-Zerbo et al., 2011; Moreno-Navarrete et al.,
2012), musculo esquelético (Simcocks et al., 2014) e islotes pancreaticos (Romero-
Zerbo et al., 2011; McKillop et al., 2013; Liu et al., 2014), tejido objeto de nuestro
estudio.

Respecto a la sensibilidad a cannabinoides de GPR55, se han identificado un amplio
numero de ligandos cannabinoides que interaccionan con este receptor (Pertwee et
al., 2010). Aunqgue existen trabajos que sugieren que los endocannabinoides como la
AEA y el 2-AG son agonistas de GPR55, correlacionandose en algunos casos con
incrementos en la [Ca®]; (Rybert et al., 2007; Lauckner et al., 2008; Waldeck-
Weiermair et al., 2008; Henstridge et al., 2009), no existen evidencias suficientes para
considerar a GPR55 como un receptor de AEA ni de 2-AG (Pertwee et al., 2010). Con
respecto a otros cannabinoides sintéticos como rimonabant, CP55940 y AM251 se
han obtenido resultados contradictorios, considerandose una accidon agonista en
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algunos trabajos (Kapur et al., 2009) y antagonista en otros. Probablemente, esto
refleja una baja actividad intrinseca como agonistas (agonistas parciales) (Pertwee et
al., 2010). Ademas, se requieren mayores concentraciones de estos ligandos para
activar a GPR55 que para bloquear a CB1 (Pertwee, 2005; Ryberg et al., 2007), si bien
es posible que rimonabant pueda alcanzar suficientes concentraciones cuando es
administrado in vivo para inhibir a CB1 y activar a GPR55. De hecho, la activacion de
GPR55 por rimonabant, puede ser la causante de los efectos terapéuticos asociados a
la obesidad (Kapur et al., 2009; Yin et al., 2009; Henstridge et al., 2010).

El cannabidiol (CBD) parece ser un antagonista de GPR55 como han apoyado
numerosos trabajos (Ryberg et al., 2007; Lauckner et al., 2008; Whyte et al., 2009).
Otros ligandos sintéticos, analogos al CBD como el 0-1602 y el Abnormal cannabidiol
(Abn-CBD) son considerados agonistas de GPR55 (Johns et al., 2007; Ryberg et al.,
2007; Waldeck-Weiermair et al., 2008; Romero-Zerbo et al., 2011; Godlewski et al.,
2009; Whyte et al., 2009; Mckillop et al., 2013). Sin embargo, hay estudios que
sugieren que el cannabinoide sintético 0-1602 actla a través de un mecanismo
independiente de GPR55 (Oka et al., 2007; Shair et Abood, 2010; Diaz-Arteaga et al.,
2012). Incluso el receptor GPR18 ha sido propuesto como una diana alternativa para
0-1602 (McHugh et al., 2010). El CBD puede unirse ademas a receptores vaniloides de
tipo 2 (TRPV2) (Qin et al., 2008), receptores de serotonina 5-HT1A (Campos et
Guimaraes, 2008; De Petrocellis et al., 2008; Resstel et al., 2009) y receptores gamma
activados por el factor de proliferador de peroxisomas (PPARy), (O'Sullivan et al.,
2009).

En lo que parece existir mas consenso es en que GPR55 es un receptor de LPI
enddgeno, y posiblemente también de 2-Araquidonil-LPI (Oka et al., 2007; Oka et al.,
2009).

Respecto a la sefializacion intracelular, GPR55 es un GPCR asociado a subunidades de
proteinas Ga,; (Ryberg et al., 2007; Henstridge et al., 2009; Lauckner et al., 2008;
Whyte et al., 2009; Obara et al., 2011) y Ga, (Lauckner et al., 2008). Experimentos
realizados en lineas celulares y cultivos primarios han mostrado que la activacién
farmacoldégica de GPR55 por agonistas cannabinoides y derivados de fosfolipidos
indujeron elevaciones en las [Ca?); (Oka et al., 2007; Waldeck-Weiermair et al., 2008;
Henstridge et al., 2010; Pineiro et al., 2011; Kargl et al., 2013; Sylantyev et al., 2013;
Yu et al., 2013), y estas respuestas eran consecuencia de la liberacién del Ca”" del
reticulo endoplasmico seguido de la activacién de la fosfolipasa C (PLC) y la
generacion de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) (Lauckner et al., 2008; Waldeck-Weiermair

76



Capitulo I. Introduccion

et al., 2008). Ambas subunidades G, y Ga;3 estaban implicadas en la activacion de la
PLC mediada por GPR55 (Lauckner et al., 2008). Las proteinas pequefias Rho GTPasas,
incluidas RhoA, Cdc42 and Racl, son otra clase de segundos mensajeros que son
considerados ser activados por GPR55 via Gais (Ryberg et al., 2007; Whyte et al.,
2009; Obara et al., 2011), pudiendo incrementar los niveles intracelulares de Ca® y
desencadenando la remodelacién de los filamentos de actina (Lauckner et al., 2008).
Como se ha comentado previamente, no existen muchas moléculas de sintesis que
estén claramente consideradas agonistas o antagonistas especificos de GPR55. En
este trabajo hemos utilizado la molécula que actualmente es considerada mas
especifica de GPR55, como es el Abn-CBD, la cual se describe a continuacion:

A) Abn-CBD

El Abnormal cannabidiol (Abn-CBD), 4-[3-metil-6R-(-1-metiletenyl)-2-ciclohexen-1-yl]-
5-pentil-1,3-benzenediol (Fig. 17), es un analogo sintético del cannabidiol. Abn-CBD,
es un cannabinoide atipico pues no muestra afinidad por los receptores
cannabinoides CB1 y CB2. Sin embargo, esta considerado un potente agonista
selectivo del receptor GPR55 (Godlewski et al., 2009; McKillop et al., 2013), aunque
también parece tener afinidad por el receptor GPR18 segln experimentos recientes
de medida de Ca®* intracelular en la linea celular HEK293 que expresan GPR18
(Console-Bram et al., 2014) y en neuronas de ratas (Lu et al.,, 2013). En islotes
pancredticos se ha observado que Abn-CBD incrementa la secrecién de insulina,
[Ca*]; y AMP, en células BRIN-BD11 y en islotes aislados de ratones a baja (5.6mM) y
alta (16.7mM) glucosa. La medida de AMP_ se realizé a 11mM glucosa. Ademas, estos
efectos estimulatorios observados eran dependientes de GPR55 porque al inhibir este
receptor con cannabidiol, disminuyeron los niveles de insulina. Abn-CBD también
disminuyé los niveles plasmaticos de glucosa y aumentd los niveles circulantes de
insulina en estudios de ratones Swiss (McKillop et al., 2013). Por tanto, parece un
compuesto adecuado para activar de manera especifica a GPR55 en los islotes
pancreaticos.
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Abn-CBD 4-[3-metil-6R-(-1-metiletenyl)-
2-ciclohexen-1-yl]-5-pentil-1,3-benzenediol
C21H3002

Figura 17. Estructura quimica del agonista sintético del receptor GPR55, Abn-CBD.

1.9.4 El receptor CB1 en la fisiologia del pancreas endocrino

Dado el papel del pancreas endocrino y del sistema endocannabinoide en la
homeostasis energética, la implicacion de este sistema de sefalizacién en la
regulacion de la secrecién de insulina ha sido estudiada en los ultimos afios. En la
actualidad, la literatura disponible sobre la expresidon y funcién de los receptores
cannabinoides en los islotes de Langerhans es confusa y, a menudo, contradictoria.
No hay un consenso sobre la distribucién de estos receptores en los islotes
pancreaticos o el tipo de relacion (directa o indirecta) con la secrecién de insulina.
Esto puede deberse en parte a diferencias inter-especie en la distribucién pancreatica
de estos receptores (Bermudez-Silva et al., 2009). Sin embargo, si parece establecido,
dado los numerosos estudios publicados procedentes de diferentes laboratorios, que
los receptores CB1 se expresan en islotes pancredticos teniendo capacidad para
modular la secrecién de insulina (Juan-Picé et al., 2006; Matias et al., 2006; De
Petrocellis et al., 2007; Bermudez-Silva et al., 2008; Nakata et al., 2008; Starowicz et
al., 2008; Tharp et al., 2008; Li et al., 2010; Kim et al., 2011; Li et al., 2012; Persaud et
al., 2012). La mayoria de ellos coinciden en que la activacidon o inhibicion de los
receptores cannabinoides en la célula B provoca cambios en el flujo de Ca*
intracelular afectando a la secrecién de insulina estimulada por glucosa. En concreto,
la activacion de CB1 parece incrementar la secrecion de insulina tanto en islotes de
roedores como en humanos (Matias et al.,, 2006; Bermudez-Silva et al., 2008),
mientras que su bloqueo especifico disminuye la secrecidn de insulina (Getty-Kaushik
et al., 2009; Bermudez-Silva et al., 2015). Asimismo, la activacién de CB1 también
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estimula la secrecién de glucagdn y somatostatina en islotes humanos (Bermudez-
Silva et al., 2008).

Hasta el momento existe muy poca informacion en la literatura cientifica respecto a
los posibles mecanismos mediante los cuales los receptores cannabinoides pueden
modular la secrecién de insulina. De ahi que parte de los objetivos de esta tesis estén
relacionados con la sefializacién intracelular downstream a los receptores CB1. Sin
embargo, un reciente trabajo apunta a que la activacion de los receptores CB1 puede
reclutar Akt y ERK1/2 para activar FAK y promover la formacion de placas de adhesidn
focal que permitirian la liberacién de las vesiculas de insulina correspondiente al
segundo pool secretorio (Malenczyk et al., 2013). Por otro lado, estudios muy
recientes de nuestro grupo, que acaban de ser publicados (Bermudez-Silva et al.,
2016), indican que la modulacién de la secreciéon de insulina ejercida por CB1 requiere
de una via mTORC1 funcional, lo que aclara un poco mas y da nuevas pistas sobre los
mecanismos y procesos de la célula B en los que los receptores CB1 estan implicados.
También se ha demostrado que la activaciéon de CB1 inhibe la sefializacién a través del
receptor de insulina en las células B (Kim et al., 2011), en lo que seria un mecanismo
modulador de la actividad de la via IR/IRS2/Akt, la cual favorece la supervivencia y
proliferacién en la célula B. Es destacable indicar que Akt promueve la activacién de
mTORC1 mediante la inhibicion del complejo inhibitorio de mTORC1 TSC1/2 (Cota,
2009). De este modo, la activacién de CB1 favoreceria los procesos de muerte celular
mientras que su bloqueo promoveria la supervivencia y proliferacion (Kim et al.,
2012). Tomados en conjunto, estos resultados sugieren que el receptor CB1 de las
células B esta relacionado tanto con el proceso secretorio de insulina como con la
supervivencia y muerte celular a través de la sefializacidon autocrina del receptor de
insulina y del reclutamiento de las vias Akt/mTORC1.

Sin embargo, no existe informacién sobre el posible papel del CB1 pancreatico en la
produccién de ROS, moléculas muy importantes en los procesos de muerte celular y
gue también podrian jugar un importante papel en los mecanismos de sefializacion
implicados en la secrecién de insulina, como se ha comentado anteriormente.
Interesantemente, se ha descrito recientemente la expresion y la funcionalidad de
CB1 en la membrana de la mitocondria, un orgdnulo clave en la generacién de ROS
(Bénard et al., 2012). Asimismo, el receptor CB1 ha sido relacionado con la produccién
de ROS en otros tipos celulares, como las neuronas, donde se ha visto que la
activacion de CB1 disminuye la produccién de ROS (Ma et al., 2015; Palomba et al.,

79



Capitulo I. Introduccion

2015). Por todo lo comentado, investigar la producciéon de ROS mediada por CB1 en
islotes pancredticos constituye otro de los objetivos de la presente tesis doctoral.

Finalmente, para ilustrar el extenso papel que juega CB1 en el islote pancredtico, es
de destacar un reciente articulo en el que se demuestra que CB1 participa durante el
desarrollo embrionario en la organizacién de la microarquitectura del islote,
contribuyendo a establecer su tamafio y la proporcidn de células B con respecto a las
a (Malenczyk et al., 2015).

1.9.5 El receptor GPR55 en la fisiologia del pancreas endocrino

Respecto al papel fisiolégico de GPR55 en el pancreas endocrino, es
conveniente empezar diciendo que mucho antes de la primera descripcién de GPR55
en los islotes (Romero-Zerbo et al., 2011) y del descubrimiento de este receptor como
diana del LPI (Oka et al., 2007) ya habia sido descrita la capacidad del LPI para
modificar los flujos de Ca** y la secrecién de insulina en islotes de rata (Metz, 1988).
La expresidn de GPR55 ha sido identificada a nivel de RNAm y proteina en lineas
celulares B de rata y raton (BRIN-BD11 y MIN6 respectivamente) y en islotes de rata,
ratén y humanos (Romero-Zerbo et al., 2011; Li et al., 2011; McKillop et al., 2013).
Resultados de inmunohistoquimica indican que GPR55 se expresa en células B de
islotes de ratdén y de rata, sugiriendo que podria tener un papel fisioldgico en el
control de la secreciéon de insulina. De hecho, nuestro grupo de investigacion
describié que el 0-1602, un agonista de GPR55, potencia la secrecién de insulina
estimulada por glucosa en islotes de rata y raton. Este efecto era anulado en ratones
KO de GPR55, lo que sugiere que es especifico de GPR55 (Romero-Zerbo et al., 2011).
Posteriormente, otros autores demostraron que otros agonistas de GPR55 (AM251,
0-1602, Abn-CBD vy las aciletanolamidas OEA y PEA) estimulan la secrecién de insulina
en islotes de ratén y células BRIN-BD11, siendo el Abn-CBD el ligando que mostraba
una accidén mas especifica sobre GPR55. Los efectos causados por agonistas de GPR55
sobre la secrecidn de insulina fueron inhibidos en diferente medida por CBD (McKillop
et al., 2013).

En cuanto a los mecanismos que median las acciones de GPR55 en los islotes
pancredticos, se sabe que las elevaciones en [Ca’], son importantes en la
transduccion de los efectos estimulatorios de los agonistas de GPR55. 0-1602 provoco
elevaciones transitorias de la [Ca’]; en islotes de rata (Romero-Zerbo et al., 2011);
AM251, 0-1602, Abn-CBD, OEA y PEA causaron también rdpidos incrementos en el
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flujo de Ca** en lineas celulares MIN6 y BRIN-BD11 (Ning et al., 2008; McKillop et al.,
2013). Se ha encontrado también activacion de la fosfolipasa C (PLC) mediada por
GPR55 en células B (Liu et al, 2014). Los agonistas de GPR55 anteriormente
comentados, también estimularon pequefios incrementos en los niveles intracelulares
de AMP_ en células BRIN-BD11 (Ning et al., 2008; McKillop et al., 2013), que deben ser
secundarios a la activacion de isoformas de la enzima adenilato ciclasa sensible a Ca*,
ya que no hay evidencias de que GPR55 esté directamente acoplado a Gs y promueva
la acumulacion de AMP, (Liu et al., 2014). La activacién de PLC mediada por GPR55
puede ocurrir por la via clasica Ga, aunque también por Gay;, como sugiere el trabajo
de Liu y colaboradores (Liu et al., 2014), ya que esta subunidad ha sido identificada en
islotes (Skoglund et al., 1999; Hammar et al., 2009).

En base a todos estos datos, se podria pensar que LPI, actuando sobre GPR55, podria
promover la secrecién de insulina en islotes pancredticos. Este hecho, no ha podido
aun ser validado con claridad, ya que se han descrito efectos estimuladores de la
secrecion de insulina también en islotes pancreaticos de ratones C57BL/6) GPR557
tratados con LPI (Liu et al., 2014). No obstante, estudios in vivo han confirmado que la
administracion a corto plazo de agonistas de GPR55 en ratas y ratones incrementan
los niveles plasmaticos de insulina y mejoran la tolerancia a la glucosa (Romero-Zerbo
et al., 2011; McKillop et al., 2013), habiéndose comprobado en algunos casos, la
especificidad de estos efectos, en animales carentes del receptor GPR55 (Romero-
Zerbo et al., 2011). En conjunto, estos hallazgos sugieren que, tras una administracion
aguda, tanto el LPI como otros agonistas de GPR55 promueven la secrecion de
insulina, mejorando la respuesta a la glucosa de los islotes.

No obstante, los efectos a largo plazo del LPl y de otros agonistas de GPR55 sobre la
funcién pancreatica y la homeostasis de la glucosa no han sido aun estudiados y son,
en este momento, dificiles de predecir dado que la activacién de GPR55 ha sido
relacionada con hiperfagia y obesidad, como se verda mds adelante en el apartado
1.10.3.

También hay evidencias de que GPR55 puede tener un papel en la supervivencia de la
célula B ya que islotes de ratones GPR557 mostraron ser significativamente mds
susceptibles a la apoptosis que los islotes de ratones WT (Liu et al., 2013; Liu et al.,
2014). Estos resultados estan en consonancia con datos publicados donde se muestra
que el 0-1602 promovid fosforilacion de ERK1/2 y CREB en varios tipos celulares
(Whyte et al., 2009; Henstridge et al., 2010; Andradas et al., 2011; Pineiro et al., 2011;
Liu et al., 2014).
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En conjunto, todos estos datos sugieren que el receptor GPR55 tiene un papel en la
funcidn y supervivencia de la célula B pancreatica, aunque es necesario disponer de
ligandos mas especificos, de estudios sobre otros posibles ligandos enddgenos (como
el araquidonil-LPl), y de tratamientos a mas largo plazo y en modelos de
obesidad/diabetes para desvelar su relevancia real.

1.10 CB1 Y GPR55 COMO DIANAS PARA TRATAR LA DIABETES TIPO 2
1.10.1 El receptor CB1 central versus el receptor CB1 periférico

A principios del presente siglo se descubrié que el receptor CB1 juega un
importante papel en la modulacién del metabolismo. Asi, se describieron efectos
beneficiosos del bloqueo de CB1 en modelos animales de obesidad, tanto mediante
aproximaciones genéticas como farmacoldgicas, como disminucidon del apetito,
induccion de pérdida de peso y mejora en parametros metabdlicos (Colombo et al.,
1998; Berry et Mechoulam, 2002; Solinas et Goldberg, 2005; Ravinet Trillou et al.,
2003). Estos efectos sugerian que la manipulacién farmacolégica del sistema
endocannabinoide podria ser una estrategia terapéutica apropiada para combatir la
obesidad. Ademads, se encontraron niveles elevados de endocannabinoides en
obesidad, sugiriendo la existencia de una sobreactivacién de este sistema. En base a
estos resultados experimentales, se llevaron a cabo cuatro ensayos clinicos en
pacientes obesos humanos para probar la eficacia de rimonabant (un
antagonista/agonista inverso de CB1) para combatir la obesidad y los desérdenes
metabdlicos: RIO-(Rimonabant in Obesity)-Europe (Van Gaal et al., 2005), RIO-Lipids
(Després et al., 2005), RIO-North America (Pi-Sunyer et al., 2006), y RIO-Diabetes
(Scheen et al., 2006). La administracién de rimonabant redujo el peso de los sujetos
(aunque recuperaron el peso tras la interrupcion del tratamiento), incrementé los
niveles de las liproproteinas de alta densidad del colesterol (HDL), disminuyé la
concentracién de triglicéridos, los niveles plasmaticos de glucosa, insulina y leptina e
incrementd los niveles plasmaticos de adiponectina. Estos resultados condujeron a
que, el 21 de junio de 2006, la Agencia Europea de Medicamentos (EMEA) aprobara la
prescripcion de rimonabant (bajo el nombre comercial de Acomplia) en la Unidn
Europea. El tratamiento estaba indicado, en combinacidon con una dieta baja en
calorias y actividad fisica para pacientes obesos o con sobrepeso (con un indice de
masa corporal (IBM) superior a 27kg/m?), y con factores de riesgo asociados tales
como dislipemias o diabetes tipo 2. De esta forma, el rimonabant fue comercializado
en Europa y en otros paises como Argentina, Brasil, Suiza y Reino Unido.
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Sin embargo, la administracion de drogas y medicamentos (FDA) de los EEUU nunca
llegd a aprobar su comercializacién. El 13 de junio de 2007 la FDA votd en contra de
aprobar el rimonabant porque el 26% de los sujetos tratados en los ensayos clinicos
sufrieron depresion, irritabilidad, agitacion, ansiedad, insomnio, dolor de cabeza y
otros efectos adversos psiquiatricos en comparacién con el 14% de individuos con los
mismos sintomas del grupo placebo. La razodn fisiolégica que propuso la FDA para
explicar estos efectos adversos ocasionados por el tratamiento con rimonabant fue
gue el sistema endocannabinoide, ademas, desempefia un papel de autoproteccion,
modulando respuestas fisioldgicas frente a condiciones estresantes reincidentes en
condiciones patoldgicas, tales como ansiedad, fobias, depresién, y estrés
postraumatico. De esta manera, el rimonabant podria inhibir otras rutas de
sefializacion del sistema endocannabinoide implicadas en mecanismos de
recompensa, contribuyendo a la aparicion de desérdenes en el estado de animo y
depresion. La FDA estimd que el 30% de los pacientes obesos recibian antidepresivos.
Un afo después de la comercializacion en Europa de rimonabant, se notificod la
existencia de efectos adversos en sujetos que recibieron el tratamiento (7 sujetos con
ataques epilépticos, 26 con ideas suicidas o de autolesion, y un suicidio). Por ello, el
19 de julio de 2007 la EMEA modificé la prescripcidon de rimonabant, argumentando
qgue los pacientes con antecedentes psiquiatricos no deberian recibir este farmaco.
Asi, aquellos individuos con antecedentes de desérdenes psiquidtricos o que
requerian tratamiento antidepresivo fueron excluidos de las indicaciones del farmaco.
Finalmente, al afio siguiente la EMEA recomendd la retirada de rimonabant del
mercado, después de registrarse 5 casos de suicidio asociados al tratamiento en un
periodo de tres meses en 2008. Tras esto, las empresas Sanofi-Aventis, Merck, Pfizer y
Solvay anunciaron el cese en sus investigaciones clinicas relacionadas con este tipo de
compuestos. La EMEA retiré oficialmente del mercado el rimonabant el 16 de enero
de 2009 (Bermudez-Silva et al., 2010).

Pese a esto, los beneficios metabdlicos de rimonabant eran evidentes. El tratamiento
crénico con rimonabant no sélo redujo la ganancia de peso, sino que ademds, mejord
significativamente el perfil lipidico (disminuyendo los niveles de triglicéridos, y
colesterol) y la tolerancia a la glucosa en los humanos obesos y en roedores (Bensaid
et al., 2003; Scheen et al., 2006). Ademas, también disminuyd la aterosclerosis
coronaria arterial (Nissen et al., 2008), mejorando el control glucémico (Rosenstock et
al., 2008) y reduciendo la acumulacién de la grasa intra-abdominal y la grasa presente
en el higado (Després et al., 2009) y ademds, disminuyé un 0.51% la hemoglobina
glucosilada (HbA1c) respecto al grupo placebo.
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Interesantemente, otros estudios han demostrado que la activacién de los receptores
cannabinoides CB1 en los tejidos periféricos promueve la lipogénesis, acumulacion de
lipidos en el tejido adiposo, secrecion de insulina y modulaciéon de los niveles de
adiponectina (Cota et al., 2003; Osei-Hyiaman et al., 2005; Bermudez-Silva et al.,
2008). Estos datos confirman un papel crucial de los receptores periféricos CB1 en la
modulacién del metabolismo (Bermudez-Silva et al., 2010). En modelos animales de
obesidad, el bloqueo a nivel central de los receptores CB1 parece tener un efecto
crucial sobre la disminucion del apetito y del peso corporal exclusivamente, mientras
gue no parece tener efectos beneficiosos sobre el metabolismo lipidico y glucidico,
requiriéndose para ello la inhibicion periférica de estos receptores (Nogueiras et al.,
2008). De este modo, si la accién periférica de los receptores cannabinoides CB1
contribuye a los efectos beneficiosos metabdlicos del bloqueo de CB1, limitando el
acceso de los antagonistas de CB1 al cerebro, podrian mantenerse sus efectos
terapéuticos reduciendo o eliminando los efectos adversos psiquiatricos.

En este sentido, el bloqueo periférico de los receptores cannabinoides CB1 en tejidos
metabdlicamente activos tiene los siguientes efectos beneficiosos: en el higado,
disminuye la lipogénesis, aumenta la oxidacién de acidos grasos y la produccidn de
glucosa; en el pancreas, modifica los niveles de insulina aunque los autores no han
llegado a un consenso si aumentan o disminuyen los niveles de esta hormona; en el
musculo esquelético, aumenta la sensibilidad a la insulina; en el tejido adiposo,
disminuye la lipogénesis, aumenta la oxidacién de los acidos grasos, promueve la
biogénesis mitocondrial y transdiferenciacién, aumenta los niveles de adiponectina y
mejora la sensibilidad a la insulina, y finalmente, en la sangre, aumenta el ratio del
colesterol HDL/LDL, disminuye los niveles de triglicéridos y los niveles de glucosa e
insulina (Kunos et al., 2008; Kunos et Tam, 2011).

Por todo esto, recientemente se han ido desarrollado antagonistas periféricos del
receptor CB1, a partir de modificaciones en la estructura del rimonabant, con baja o
nula penetrancia a la barrera hematoencefalica (reduciendo los efectos adversos
asociados), algunos de ellos con actividad de antagonista neutro, evitando asi la
accion farmacoldgica caracteristica de los agonistas inversos, que se caracterizan por
tener un efecto fisioldgico opuesto al agonista, mds alla del bloqueo del receptor.
Ejemplos de compuestos que rednen tales caracteristicas y se relacionan con efectos
metabdlicos beneficiosos en modelos animales son el AM6545, que mejord el riesgo
cardiometabdlico en modelos de ratones obesos, mejorando la homeostasis de la
glucosa y reduciendo los depdsitos de grasa en el higado y el perfil lipidico plasmatico
(Tam et al., 2010); el triazol LH-21, un antagonista neutro del receptor cannabinoide
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CB1, ya introducido anteriormente, con pobre penetrancia en el sistema nervioso
central, que disminuye el apetito y potencia las acciones anorexigénicas de la oleil-
etanolamida (OEA), (un lipido supresor del apetito) en ratas Zucker (Pavén et al.,,
2008); JD5037, que también mejord el riesgo cardiometabdlico pero, ademas, redujo
la obesidad revirtiendo la resistencia a la leptina en ratones obesos por el consumo de
una dieta alta en grasa (DIO) (Tam et al., 2012). Otros estudios han comparado la
farmacocinética y farmacodindmica de compuestos antagonistas del receptor CB1 de
accion periférica como TM38837 con rimonabant, en ensayos con humanos,
obteniéndose menos efectos adversos con este nuevo compuesto pero con la misma
potencia en la accién farmacolégica que el rimonabant (Klumpers et al., 2013).

En resumen, el bloqueo de los receptores cannabinoides se ha demostrado como una
estrategia farmacoldgica adecuada para combatir la obesidad y las enfermedades
asociadas. Sin embargo, después del fracaso del farmaco rimonabant debido a los
efectos adversos de naturaleza central, el interés de la industria farmacéutica estd
centrado en el desarrollo de antagonistas que no atraviesen la barrera
hematoencefalica, puesto que la accidén periférica de los mismos parece suficiente
para mejorar la obesidad y los parametros bioquimicos. En la actualidad, se estan
realizando ensayos clinicos con antagonistas periféricos asi como se siguen buscando
nuevas moléculas capaces de modular, ya sea de manera alostérica u ortostérica este
receptor a nivel periférico.

1.10.2 El receptor CB1 pancreatico en la fisiopatologia de la diabetes tipo 2

Se ha podido comprobar que existe una desregulacién del SEC en el pancreas
de animales sometidos a una dieta alta en grasa, encontrandose niveles elevados de
endocannabinoides en este tejido (Matias et al., 2006; Starowsky et al., 2008). Este
elevado tono endocannabinoide eleva la concentracion de insulina plasmatica, y con
ello, acrecienta los efectos hiperglucémicos causados por la resistencia periférica a la
insulina (Di Marzo, 2008).

De acuerdo a esto, se ha observado que el bloqueo de los receptores CB1 con
rimonabant en islotes aislados de ratas Zucker obesas y diabéticas disminuye la
secrecién basal de insulina (Getty-Kaushik et al., 2009). Asimismo, el mencionado
bloqueo de CB1, previene la hiperinsulinemia y protege de la pérdida de masa de
células B en ratas diabéticas tratadas cronicamente (Duvivier et al., 2009).
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En otro estudio, ratas Wistar con obesidad inducida por la dieta, fueron tratadas con
un extracto orgdnico de cannabis, observandose una disminucion del peso de los
animales y una proteccién de las células B de los efectos negativos causados por la
obesidad (Levendal et al., 2012). Aunque no es posible determinar a ciencia cierta qué
componentes del extracto fueron los responsables de los efectos comentados, los
altos niveles de CB1 en estos animales sugieren que se produjo un bloqueo de la
sefializacion a través de este receptor (Levendal et al., 2012).

No estd del todo claro, no obstante, si los efectos protectores causados en los islotes
estan relacionados de manera directa con los receptores CB1, como sugieren algunos
autores (Rohrbach et al., 2012; Coskun et Bolkent, 2014) o son consecuencia de la
reduccidon de peso provocada por rimonabant, como sugiere otro estudio (Jin et al.,
2013). No obstante, los estudios que apoyan un papel directo de los receptores CB1
del islote parecen mas consistentes y mas completos.

Es de resaltar, también, el importante papel que juegan los macréfagos que infiltran a
los islotes pancreaticos en la diabetes. La accion de los endocannabinoides sobre los
receptores CB1 expresados en los macréfagos parece tener gran importancia en los
fendmenos inflamatorios que conducen al fallo de la célula B durante la diabetes tipo
2 (Jourdan et al., 2013).

En conjunto, todos estos resultados sugieren un importante papel de los receptores
CB1 pancredticos en procesos fisiopatoldgicos de la diabetes tipo 2, como Ia
hiperinsulinemia, el estrés oxidativo y la apoptosis de las células B.

1.10.3 Los receptores GPR55 pancreaticos en la fisiopatologia de la diabetes tipo 2

El posible papel de los receptores GPR55 en los cambios fisiopatoldgicos que
tienen lugar durante la diabetes tipo 2, asi como la posible utilidad terapéutica de
actuar sobre estos receptores para mejorar la condicién diabética son, a dia de hoy,
desconocidos. Lamentablemente, no existen estudios que investiguen posibles
cambios en la expresidn o sefializacidn a través de este receptor en modelos animales
de diabetes o en pacientes diabéticos, ni ninguno que vincule este receptor con
procesos fisiopatoldgicos del islote pancredtico como la hiperinsulinemia, la
inflamacién intra-islote, el estrés oxidativo o la apoptosis de la masa de células B. Sin
embargo, es de destacar que, debido a la capacidad de determinados ligandos
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cannabinoides, como rimonabant, para activar GPR55, es posible que parte de los
efectos beneficiosos asignados a CB1 estén en realidad mediados por GPR55, o al
menos exista una contribucidn parcial a dichos efectos. Ademas, el papel que juega
este receptor, en la funcidn y supervivencia de la célula B pancredtica en condiciones
fisioldgicas normales sugiere que podria tener también un papel destacado en la
fisiopatologia de la diabetes tipo 2 (Simcocks et al., 2014). Es preciso resaltar que
GPR55 ha sido implicado en la modulacién de procesos inflamatorios (Balenga et al.,
2011; Henstringe et al., 2009) lo que hace pensar que la intervencién farmacolégica
sobre el mismo, podria ayudar a combatir la inflamacién de bajo grado asociada a la
obesidad y la diabetes. Sin duda, se han de llevar a cabo mds estudios para clarificar
esta hipodtesis.

Por el contrario, si parece mas establecido el papel de GPR55 en la obesidad, una
condicidn patoldgica que antecede y que es un importante factor de riesgo para la
diabetes tipo 2.

Asi, estudios recientes han mostrado que el agonista de GPR55 0-1602, tanto en
administracién aguda como subcrdnica, induce en ratas hiperfagia y adiposidad,
respectivamente. Estos efectos se produjeron también en animales GPR55'/', lo que
sugiere que eran independiente de GPR55 (Diaz-Arteaga et al., 2012).

Sin embargo, en otro estudio realizado por el mismo grupo se detectaron cambios de
la expresién de GPR55 en el tejido adiposo y en los niveles plasmaticos del ligando
enddgeno LPI en respuesta a desafios que modifican el estado energético como el
ayuno y la gonadectomia (Imbernon et al., 2014).

También se ha encontrado que los niveles de LPI en sangre de pacientes obesos y la
expresion de GPR55 en tejido adiposo visceral se correlacionan positivamente con el
peso corporal, el BMI y el porcentaje de grasa (Moreno-Navarrete et al., 2012).
Ademas, el LPI in vitro era capaz de inducir la expresiéon de genes lipogénicos en
explantes de tejido adiposo visceral humano (Moreno-Navarrete et al., 2012).
Desafortunadamente, no hay hasta la fecha estudios que relacionen al otro posible
ligando enddgeno del GPR55, el araquidonil-LPI, con la homeostasis energética o la
fisiologia de los islotes pancreaticos.

Resaltando el papel importante de GPR55 en el control de la ingesta, se ha descrito en
un estudio realizado con mujeres japonesas que la presencia de un polimorfismo de

87



Capitulo I. Introduccion

un sélo nucleétido (SNP) en el gen de GPR55 aumenta la vulnerabilidad para padecer
anorexia (Ishiguro et al., 2011).

En conjunto, todos estos datos parecen avalar que GPR55 podria tener un importante
papel en obesidad, lo que sugiere que también pudiera tenerlo en la diabetes tipo 2.
No obstante queda aun por ser clarificado el papel que este receptor tiene en los
islotes en relacién a fendmenos como la hiperinsulinemia, la inflamacidn intra-islote,
el estrés oxidativo o la apoptosis; todos ellos, procesos relacionados con el fracaso de
la célula B en la diabetes.

88



Il. JUSTIFICACION DEL
ESTUDIO Y OBJETIVOS






Capitulo Il. Objetivos

A continuacidn se resumen un conjunto de ideas fundamentales, ya
expuestas en la introduccién, que serviran de justificaciéon para la formulacién de los
objetivos de esta tesis doctoral.

La secrecion de insulina estimulada por glucosa (GSIS) en las células B pancreaticas
estd modulada por multiples factores, como nutrientes, incretinas y otras sustancias
entre las que se encuentran los endocannabinoides. La red intracelular de
sefializacion que regula la GSIS es, por tanto, extraordinariamente compleja vy
multifactorial. En la diabetes tipo 2 estas vias de sefializacidn estan alteradas, lo que
se refleja en pérdidas de la masa de las células B y en alteraciones en la produccién de
insulina. Los cannabinoides ejercen sus funciones reguladoras de GSIS actuando,
principalmente, sobre receptores CB1 y receptores relacionados como GPR55. Son
conocidos los efectos beneficiosos de la intervencién farmacolégica sobre estos
receptores, pero la informacién que se encuentra en la literatura cientifica en relacion
a su expresién y funcion moduladora de GSIS es confusa y en algunos casos
contradictoria. Poco se conoce también, muy especialmente, sobre los efectos
modulares que ejercen sobre rutas de senalizacion como las de AKT, AMPK o el factor
de transcripcion CREB que controlan la proliferacién, supervivencia y masa de las
células B, tanto en situaciones normales como en la diabetes tipo 2. Se han realizado
estudios en tejidos diferentes al pancreas endocrino, que relacionan a los receptores
CB1 con la supervivencia y muerte celular a través del reclutamiento de las vias
Akt/mTOR pero se desconoce si ambas vias de sefializacidon convergen en los islotes
pancreaticos. En este contexto, nuestro grupo de investigacion ha sido el primero en
establecer, recientemente, una conexién funcional entre los receptores CB1 y la via
de sefalizacion mTORC1 en las células B pancreaticas. No existe tampoco informacion
en la bibliografia sobre los efectos que los receptores CB1 puedan tener sobre la
modulacién de la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS), aspecto muy
importante relacionado con el dafio que sufren los islotes pancreaticos durante la
diabetes tipo 2. Una situacién similar se da con los receptores GPR55 en relacién a la
supervivencia celular, ya que este receptor ha sido relacionado con procesos
proliferativos y apoptdticos en otros tejidos. Finalmente indicar que, aunque algunos
antagonistas de CB1 han sido descritos como agonistas de GPR55, estos efectos no
estdn aun bien establecidos y su estudio merece mayor atencion.

De acuerdo con estas ideas generales, en esta tesis doctoral se proponen los
siguientes objetivos:
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OBIJETIVOS

Analizar, en islotes pancreaticos de ratones pre-diabéticos y sanos, y en islotes
humanos, la modulacidn que ejercen los receptores CB1 y GPR55 sobre las rutas
de sefalizacidén intracelular AKT, AMPK y el factor de transcripcién CREB,
implicadas en el control de la proliferacién, crecimiento en masa y estatus
energético de las células B pancredticas.

Estudiar la modulacion que sobre la secrecion de insulina estimulada por
glucosa (GSIS) y el Ca® intracelular ejercen los receptores CB1 y GPR55
pancreadticos, tras tratar in vitro islotes de ratones sanos y GPR55'/', e islotes de
humanos sanos, con antagonistas de CB1 o agonistas de GPR55.

Analizar cdmo el antagonismo de CB1 afecta a la sefializacidn a través de la via
MTOR en islotes pancreaticos de ratones sanos y pre-diabéticos y el efecto que
ello tiene sobre la GSIS.

Estudiar los efectos moduladores que la inhibicidn o activacién del receptor CB1
ejerce sobre la produccidon de especies reactivas de oxigeno (ROS), en islotes
pancredticos de rata y en islotes de ratones sanos y pre-diabéticos.

Averiguar el papel que el receptor GPR55 juega en los mecanismos de
supervivencia y susceptibilidad a la apoptosis de los islotes pancreaticos,
tratando in vitro islotes de ratones sanos y GPR55'/', asi como de humanos, con
ligandos cannabinoides.
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3.1 ANIMALES

Durante la realizacidn de esta tesis doctoral, hemos trabajado con distintos
modelos animales. Asi, hemos empleado ratones de la cepa C57BL/6J (machos) de
entre 10 y 12 semanas de edad, adquiridos de Janvier (Janvier SAS, Le Genest-Saint-
Isle, AQ15 France), que han sido utilizados para obtener un modelo animal de
obesidad y pre-diabetes (véase el apartado 3.3). También se han usado ratones
carentes del receptor GPR55 (knockout (KO) de GPR55 6 GPR557) asi como ratones
WT (GPR55+/+) de la misma cepa (C57BL/6J), amablemente cedidos por la Dra. Shanta
J. Persaud (King's College, Londres) y procedentes del laboratorio del Dr. David Baker
(Blizard Institute, Barts and The London School of Medicine and Dentistry, Londres)
(Sisay et al., 2013). Para los experimentos de secrecidn estatica y dindmica de insulina
estimulada por glucosa, se han utilizado también ratones de las cepas ICR y CD-1,
machos, de 8 a 10 semanas de edad, adquiridos de Harlan (Oxfordshire, Reino Unido).
Ademas del modelo experimental de ratdn, se han usado ratas Wistar albinas machos
de entre 150 y 200g, de 8 a 10 semanas de edad para los experimentos de medida de
aniones superdéxido en islotes.

Todos los animales comentados anteriormente fueron mantenidos en un ciclo
luz/oscuridad de 12 horas cada uno, a una temperatura constante de 20+ 29C, una
humedad relativa de 40+ 5% en los estabularios de la Universidad de Malaga y del
King's College London o bien a una temperatura de 21+ 2°C y una humedad relativa
de 55+ 5% segun las condiciones del estabulario del Instituto de Ciencias Biomédicas
de la Universidad de Sao Paulo (Brasil) y con libre acceso a comida y agua. Cuando fue
necesario, los animales se sacrificaron por dislocacién cervical (ratones) o por
inhalacion de CO, y posterior decapitacién (ratas).

Los procedimientos experimentales llevados a cabo con ratones se realizaron en los
estabularios de la Facultad de Medicina de Malaga y en la Facultad de Medicina y
Ciencias de la Vida del King's College London (Reino Unido). Las muestras obtenidas
fueron procesadas en Malaga y en Londres en los laboratorios de Medicina
Regenerativa y Hormonas del Hospital Regional de Malaga y en los laboratorios del
grupo Diabetes Research del King's College London, respectivamente.

Los experimentos fueron realizados de acuerdo a la directiva de la Unién Europea
sobre la proteccién de animales usados con fines cientificos (2010/63/EU). Los
procedimientos experimentales realizados en Malaga fueron autorizados por el
Comité de Etica de la Universidad de Malaga (CEUMA), cédigos 2012-0002-A, 2013-
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0002-A y 2014-0002-A. Los procedimientos llevados a cabo con ratones en el King's
College London, fueron aprobados por el Comité ético del propio King's College
London, segun el UK Home Office Animals (que regula las licencias para trabajar con
animales de experimentacidn) de acuerdo a los Scientific Procedures, Act 1986. Las
ratas empleadas en nuestros estudios procedian del Estabulario del Instituto de
Ciencias Biomédicas de la Universidad de Sao Paulo (Brasil), y los tejidos extraidos de
ellas fueron procesados en el Departamento de Fisiologia y Biofisica del Instituto de
Ciencias Biomédicas de la Universidad de Sao Paulo, de acuerdo con la normativa del
Comité de Experimentacién de Animales del Instituto de Ciencias Biomédicas de la
Universidad de Sao Paulo, Brasil (107/2005) para el cuidado de animales de
laboratorio.

3.2 FARMACOS

Para la realizacién de los experimentos disefiados en el presente estudio, se
han utilizado agonistas especificos de los receptores cannabinoides CB1 y GPR55,
antagonistas/agonistas inversos especificos de dichos receptores y un inhibidor de la
via de sefalizacion mTORCL1.

El agonista de CB1 usado fue el araquidonil-2’-cloroetilamida, o ACEA, un potente y
altamente selectivo agonista de los receptores CB1 (Ki= 1.4nM). Este compuesto es
1400 veces mas selectivo para los receptores CB1 que para los receptores CB2 y se ha
demostrado su actividad in vivo (Hillard et al., 1999). El ACEA fue adquirido de Tocris
Bioscience (Bristol, Reino Unido), nimero de catdlogo 1319.

Como agonista de GPR55 se empled el compuesto conocido como Abnormal
cannabidiol (Abn-CBD), un regioisémero sintético del cannabidiol (principal
componente cannabinoide de la planta de cannabis), y que representa hasta un 40%
de sus extractos, no actuando sobre los receptores CB1 o CB2 (Jarai et al., 1999). Abn-
CBD se considera el agonista sintético mas potente y selectivo del receptor GPR55
(McKillop et al., 2013). Este compuesto fue adquirido de Cayman Chemicals Inc (Ann
Arbor, MI, Estados Unidos), nimero de catalogo 10004259.

Uno de los antagonistas/agonistas inversos de los receptores CB1 que se han usado
en esta memoria ha sido el compuesto SR141716A, también denominado
rimonabant. El rimonabant, fue el primer antagonista/agonista inverso de CB1 que se
desarrolld y ha sido ampliamente utilizado como herramienta para investigar las

96



Capitulo Ill. Materiales y métodos

propiedades del receptor CB1 (Rinaldi-Carmona et al., 1994). Este compuesto fue
adquirido de Cayman Chemicals Inc (Ann Arbor, MI, Estados Unidos), nimero de
catdlogo 9000484.

Otro de los antagonistas/agonistas inversos de CB1 empleados en esta tesis ha sido el
compuesto LH-21, un triazol que actia como cannabimimético. Esta molécula, en el
rango nanomolar interfiere con la accién de potentes agonistas del receptor CB1
como WIN 55,212-2, actuando como un antagonista neutro del mismo, tanto in vivo
como in vitro (Jagerovic et al., 2004). Asimismo, su permeabilidad a través de la
barrera hematoencefdlica es baja, por lo que se le considera un antagonista de accién
periférica. LH-21 fue también adquirido de Cayman Chemicals Inc (Ann Arbor, Ml,
Estados Unidos), nUmero de catalogo 13453.

Como inhibidor de mTORC1 se empled la rapamicina, conocido antifingico e
inmunosupresor. La rapamicina inhibe selectivamente a mTORC1 y bloquea la
subsecuente activacidon de la quinasa p70S6 (IC50= 50pM) y por tanto de la via de
sefializacion mTORC1. Este farmaco fue adquirido de Calbiochem-Merck Millipore
(Nottingham, Reino Unido), catdlogo nimero 553210.

Las dosis de estos cinco compuestos empleadas en los experimentos descritos en esta
tesis doctoral, fueron seleccionadas en base a estudios previos (algunos de ellos
publicados por nuestro propio grupo de investigacién), con vistas a asegurar la
especificidad de su accioén.

3.3 GENERACION Y CARACTERIZACION DE UN MODELO ANIMAL DE PRE-DIABETES
INDUCIDO POR UNA DIETA HIPERCALORICA ALTA EN GRASA

Hemos desarrollado un modelo animal de obesidad y pre-diabetes inducido
por el consumo prolongado de una dieta hipercaldrica alta en grasas saturadas, que
genera en primer lugar obesidad y posteriormente intolerancia a glucosa y resistencia
a lainsulina, dos caracteristicas tipicas de la pre-diabetes. Para obtener el modelo de
enfermedad indicado, se emplearon 20 ratones C57BL/6J de cada tanda de 10
semanas de edad, los cuales fueron distribuidos en dos grupos. A cada grupo se le
suministré una dieta diferente, la cual consumieron hasta que fueron sacrificados
(aproximadamente a las 16-18 semanas). Las dos dietas fueron las siguientes: a) dieta
con un 10% en grasa (Research Diets Inc, New Brunswick, NJ, Estados Unidos, y b)
dieta enriquecida en grasas saturadas (45% en grasa) (Research Diets). La
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composicion detallada de cada tipo de dieta se muestra en la Fig. 1. Los ratones que
consumieron esta Ultima dieta, con un alto contenido en grasa, desarrollaron
obesidad y pre-diabetes.

20 X C57BL/6J &3

a) Dieta 10% grasa b) Dieta 45% grasa
DIETA 10% GRASA 45% GRASA
Proteinas (% kcal) 20 20
Carbohidratos (%kcal) 70 35
Grasas (% kcal) 10 45
Kcal totales/kg 3850 5240

Figura 1. Esquema que describe el porcentaje correspondiente a kilocalorias (% kcal) de
proteinas, carbohidratos, grasas y kcal totales por kg de los dos tipos de dieta empleados
(dieta con 10% en grasa y dieta con 45% en grasa).

Dos veces por semana, se registrd el peso de los animales correspondientes a cada
uno de los dos grupos con el fin de realizar las correspondientes curvas de ganancia
de peso. Periédicamente, también se realizaron las pruebas diagndsticas para
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determinar la tolerancia a glucosa y la resistencia a la insulina. Para medir la
tolerancia a la glucosa se empled el test de tolerancia a la glucosa intraperitoneal o
GTT, segun la abreviatura en inglés y para medir la resistencia a la insulina se utilizé el
test de tolerancia a la insulina (ITT). Dichos test se llevaron a cabo como se indica a
continuacion:

- El GTT se realizé en torno a las 8 semanas de comenzar las dos dietas, de acuerdo a
la experiencia previa de nuestro grupo que demuestra que en torno a este periodo de
tiempo los animales con la dieta alta en grasa desarrollan intolerancia a glucosa. Se
emplearon 8 ratones de cada grupo. Tras un ayuno nocturno de 12 horas, a los
ratones se les inyectd glucosa intraperitonealmente al 40% (en solucidn salina) y en
funcion del peso de los mismos (0.2ml/40g; 2g/kg), y posteriormente se midid la
glucosa en sangre extraida de la cola con un glucémetro comercial (Accu-check, Roche
Diagnostic) a los 15, 30, 45, 60 y 120min. Previamente se midid la glucosa basal.

- El ITT se realizdé en torno a las 10 semanas, segln nuestra experiencia previa con
este modelo, empleando igualmente 8 ratones de cada dieta. El procedimiento de
realizacion de este test fue exactamente idéntico al GTT, salvo que se inyecté insulina
(insulina humana Actrapid, Novo-Nordisk, 0.75U/kg peso 6 0.2ml/20g) en lugar de
glucosa a los animales.

Una vez que se observd obesidad en los animales, medida la glucosa basal, y
comprobada la intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina, se extrajo sangre
de los mismos y posteriormente se sacrificaron (semanas 16-18). A partir de la sangre
obtenida también se midieron los niveles plasmaticos de hormonas como la insulina
(ELISA, Mercodia, Upsala, Sweden) leptina (ELISA, BioVendor, Kassel, Alemania) y
glucagén (EIA RayBiotech, Norcross, Estados Unidos). Para la medicién de estas
hormonas, se siguieron las instrucciones del proveedor del kit diagndstico de ELISA 6
EIA.

La generacion de animales pre-diabéticos fue repetida tres veces durante esta tesis
doctoral, con objeto de obtener el minimo, pero suficiente, nUmero de muestras para
realizar los experimentos planteados.
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3.4 METODOS DE AISLAMIENTO DE ISLOTES PANCREATICOS DE ROEDORES

El método de aislamiento de islotes pancredticos de rata empleado en esta
tesis ha sido el descrito por Lacy y Kostianovsky en 1967, perfundiendo el pancreas
con colagenasa (0.68mg/ml) (tipo V, de Sigma-Aldrich) diluida en medio de
aislamiento HANK's (0.137M NacCl, 5.4mM KCI, 0.25mM Na,HPO,, 0.44mM KH,PQ,,
1.3mM CaCl,, 1.0mM MgS0,, 4.2mM NaHCO;, 10mM de glucosa, con un pH de 7.4)
con albumina 1g/L vy antibidticos (100U/ml de penicilina y 0.1mg/ml de
estreptomicina) mediante la canulacidon a través del conducto biliar. Una vez extraido
el pancreas, se digirio durante 10min en un bano a 372C, que es la temperatura
6ptima que requiere la colagenasa para disgregar el tejido exocrino del endocrino.
Posteriormente, los islotes fueron separados y concentrados por centrifugacién
(27min a 900xg) en una solucion de Histopaque (Sigma-Aldrich). Finalmente, los
islotes fueron incubados toda la noche en medio RPMI 1640 (Thermo Fisher
Scientific), suplementado con suero fetal bovino (FBS) (Invitrogen-GIBCO) al 10%,
100U/ml de penicilina y 0.1mg/ml de estreptomicina (Invitrogen-GIBCO), a una
concentracion de 7mM de glucosa, a 372C en una atmdsfera con un 5% de CO, y un
95% de O,. Todo el procedimiento fue realizado en condiciones asépticas, en una
cabina de flujo laminar de clase Il del laboratorio de cultivos celulares.

Para el aislamiento de islotes pancreaticos de ratén, se siguidé el mismo procedimiento
(Lacy et Kostianovsky, 1967) empleado en ratas con ligeras variaciones, inyectando la
colagenasa en diferentes zonas del pancreas en lugar de perfundirla a través del
conducto biliar (islotes aislados en el Laboratorio de Hormonas del Hospital Regional
de Malaga, (Fig. 2) o bien mediante canulacidn del conducto biliar (islotes aislados en
el King's College London). El pancreas, junto con la colagenasa diluida en medio de
aislamiento, se incubd durante 7min en un bafio a 372C y en agitacion. El medio de
aislamiento empleado contenia los siguientes reactivos (en mM); 115 NaCl, 10
NaHCO;, 5 KCl, 1.1 MgCl,, 1.2 NaH,PQ,, 2.5 CaCl, y 25 HEPES, albumina al 1% (Sigma-
Aldrich) y 5mM de glucosa (pH de 7.35). Finalmente, los islotes se recolectaron
manualmente bajo la lupa empleando una micropipeta y se incubaron durante toda la
noche en medio RPMI 1640 (11mM de glucosa) suplementado con FCS al 10%,
antibiodticos (100U/ml de penicilina y 0.1mg/ml de estreptomicina) y 2mM de L-
glutamina (Invitrogen-GIBCO). Un resumen visual de los pasos fundamentales del
protocolo se muestra en las siguientes fotografias (Fig. 2):
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b :
Sacrificio y apertura de la cavidad
abdominal

—

5
Inactivacion de la colagenasa Islotes pancredticos recolectados
(en hielo) manualmente bajo la lupa

Figura 2. Aislamiento de islotes pancreaticos de ratén, resumido en seis imagenes que
representan los pasos fundamentales del protocolo.
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3.5 ISLOTES DE LANGERHANS HUMANOS

Los islotes humanos fueron aislados a partir del pancreas de donantes no
diabéticos, cedidos al laboratorio de la Dra. Persaud (Diabetes Research, King's
College London, Londres, Reino Unido, donde se realizaron estos experimentos), por
el grupo de investigacion dirigido por el Dr. Huang de la Unidad de Trasplante de
Islotes del Hospital King's College London, Londres, (Reino Unido). Los islotes se
obtuvieron empleando métodos estdndares de aislamiento y purificacion de islotes
humanos siguiendo los protocolos éticos establecidos para el manejo de muestras
humanas (Huang et al., 2004). Se usaron islotes procedentes de un total de 15
donantes. Una vez llegados al laboratorio, los islotes fueron mantenidos en medio
CMRL-1066 (Sigma-Aldrich, Dorset, Reino Unido) hasta un méximo de 48 horas a 372C
en una atmdsfera con un 5% de CO, y un 95% de O, antes de su uso experimental.

3.6 PROTOCOLO DE TRATAMIENTO FARMACOLOGICO IN VIVO PARA EL ANALISIS DE
LA EXPRESION PROTEICA EN ISLOTES PANCREATICOS

Tras una ayuno de 12 horas, los ratones alimentados durante 16-18 semanas
con las diferentes dietas empleadas (dieta estabulario, dieta al 10% en grasa y dieta al
45% en grasa) se inocularon intraperitonealmente con el antagonista del receptor
CB1, rimonabant (0.1mg/kg peso) o con vehiculo (etanol al 0.1% en suero salino). A
los 15min de la inyeccidn, les fue administrado un bolo intraperitoneal de glucosa de
2g/kg de peso corporal a partir de una solucion de glucosa al 40% en suero salino.
Diez minutos después, los ratones fueron sacrificados por dislocacién cervical. A
continuacion, los islotes pancreaticos fueron aislados y purificados segun los métodos
de aislamiento descritos en el apartado 3.4. Finalmente, los islotes de cada animal se
reunieron en un tubo Eppendorf y se lavaron dos veces en una solucién de lavado
(para 100ml: 0.701g de NaCl, 0.0372g de KCl, 0.21g de NaHCO;, 0.0223g de MgClx
6H,0) centrifugdndose durante 10min a 300xg y 4C. El sobrenadante final fue
descartado y el pellet (los islotes) se guardd congelado a -802C hasta la medicion de la
expresion proteica por Western blot.
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3.7 PROTOCOLO DE TRATAMIENTO FARMACOLOGICO IN VITRO PARA EL ANALISIS
DE LA EXPRESION PROTEICA EN ISLOTES PANCREATICOS

3.7.1 Tratamiento in vitro con rimonabant, rapamicina o ambos

En otro tipo de experimentos, tras el aislamiento y purificacién de unos 600
islotes pancredticos procedentes de 3 ratones C57BL/6J de entre 10 y 12 semanas de
edad, éstos se incubaron toda la noche en medio RPMI (Invitrogen-GIBCO) con FCS al
10%, una concentracién de glucosa de 11mM, 2mM de L-glutamina y antibiéticos
(100U/ml de penicilina y 0.1mg/ml de estreptomicina) a 372C en una atmdsfera con
un 5% de CO, y un 95% de O,. Al dia siguiente, los islotes fueron incubados en medio
de secrecidn (100ml a 10x: 8.182g de NaCl, 0.335g de KCI, 0.203g de MgCl,x 6H,0,
4.766g de HEPES, 0.368g de CaCl,x 2H,0 a un pH de 7.35) con baja concentracion de
glucosa (3mM) durante 2 horas, a 372C en una atmésfera con un 5% de CO, y un 95%
de O,. Pasado este tiempo, grupos de 200 islotes de un tamafio homogéneo fueron
separados en tres placas de Petri estériles para estimular la secrecion de insulina (a
11mM de glucosa) en presencia de los diferentes farmacos, estableciéndose las
siguientes condiciones experimentales e incubando durante 15min + 15min a 372C en
una atmésfera con un 5% de CO, y un 95% de O,:

- Placa 1: Vehiculo (etanol 0.01%) + Vehiculo (etanol 0.01%)
- Placa 2: Vehiculo (etanol 0.01%) + Rimonabant (0.1uM)
- Placa 3: Rapamicina (3nM) + Rimonabant (0.1uM)

Después de lavar los islotes de igual modo a como se ha descrito en el apartado 3.6,
se congelaron a -809C hasta efectuar el analisis de la expresion proteica mediante
Western blot. Estos experimentos fueron realizados en el laboratorio de Hormonas
del Hospital Regional de Mdlaga.

3.7.2 Tratamiento in vitro con LH-21 y Abn-CBD

Tras el aislamiento y purificacion de los islotes pancreaticos, 1000 islotes de
ratones C57BL/6J de entre 8 y 10 semanas de edad, é 1000 islotes humanos se
incubaron toda la noche en medio DMEM (Sigma-Aldrich) conteniendo 1000mg de
glucosa/L, 2mM de L-glutamina y antibidticos (100U/ml de penicilina y 0.1mg/ml de
estreptomicina) a 372C en una atmdsfera con un 5% de CO;, y un 95% de O,. Al dia
siguiente, grupos de 200 islotes de un tamafio homogéneo fueron separados en
placas de Petri estériles y posteriormente tratados bien con LH-21 (0.1uM), con Abn-
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CBD (10uM) o con vehiculo (DMSO al 0.01%) disueltos en medio DMEM con baja
glucosa (1000mg de glucosa/L) o alta glucosa (4500mg de glucosa/L), durante 30min a
372C.

Después de lavar los islotes de igual modo a como se ha descrito en el apartado 3.6,
se congelaron a -809C hasta efectuar el analisis de la expresion proteica mediante
Western blot.

3.8 DETERMINACION DE LA EXPRESION PROTEICA MEDIANTE WESTERN BLOT

Las proteinas de los islotes pancreaticos aislados de ratones sometidos a las
tres dietas ensayadas (dieta estabulario, dieta al 10% en grasa y dieta al 45% en
grasa), de ratones C57BL/6J sanos no sometidos a dietas o de islotes humanos, fueron
extraidas empleando un tampoén de extraccién de proteinas RIPA (Santa Cruz
Biotechnology) suplementado con inhibidores de proteasas, PMSF diluido en DMSO
(200mM) y ortovanadato de sodio diluido en agua (100mM). Ademas, a este tampdn
de lisis se le afiadié inhibidores de fosfatasas (PhosSTOP) adquirido de Sigma-Aldrich
(Dorset, Reino Unido). Un volumen de 40ul del tampdn de lisis completo, se afiadié a
un tubo Eppendorf 1.5ml conteniendo un precipitado de unos 200 islotes
previamente congelados a -802C, en el caso de islotes aislados de ratones.
Posteriormente, con una jeringa de insulina (con una aguja de 0.5mm X 16mm) los
islotes se resuspendieron 4-5 veces y se centrifugaron durante 30min a 13200rpm en
una microcentrifuga convencional para tubos Eppendorf. Para los islotes humanos, el
volumen inicial de este tampdn de lisis fue de 80ul, y los islotes se sometieron a dos
pulsos de ultrasonido (con un sonicador Soniprep 150, Richmond Scientific, Reino
Unido) durante dos pulsos de 10 segundos a una intensidad de 10W y fueron
centrifugados a 8000xg durante 10min a 49C. En los sobrenadantes obtenidos se
cuantificaron las proteinas, bien por el método de Bradford (Coomasie Bradford
Protein Assay kit, Thermo Fisher Scientific) en el Laboratorio de Hormonas del
Hospital Civil de Malaga, o por el método del acido bicinconinico (BCA Protein Assays,
Thermo Fisher Scientific) en el laboratorio del King's College London.

A continuacién, 25-40ug proteina/pocillo fueron separadas por SDS-PAGE empleando
geles de poliacrilamida al 12% y de 1.5mm de espesor. Después de la electroforesis,
las proteinas fueron transferidas a una membrana de PVDF, bloqueadas con un
tampon TBST (a partir de tris base salino (TBS) 10X para 1L: 24.2g de Tris base, 80g de
NaCl a un pH de 7.6 y 0.1% de Tween-20 en TBS 1x) con albumina al 5% durante 1
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hora a temperatura ambiente e incubadas durante toda la noche con cada uno de los
anticuerpos primarios empleados a 42C (a una dilucién 1:1000 en tampdn de bloqueo
o TBST al 5% albUmina).

Los anticuerpos primarios utilizados (ver tabla 1) en los experimentos que han sido
llevados a cabo en esta tesis fueron desarrollados en conejo (salvo el anti B-actina) y
reconocen a las siguientes proteinas: P-Akt, Akt, P-CREB, CREB, P-AMPK, AMPK, P-
p70S6K, p70S6K (todos estos anticuerpos primarios fueron adquiridos de Cell
Signaling salvo el anti B-actina), al receptor cannabinoide CB1 (Cayman Chemical Inc)
y al receptor GPR55 (Abcam, Cambridge, Reino Unido). Estos ultimos anticuerpos que
reconocen a ambos receptores se utilizaron a una dilucién 1:100.

Tras varios lavados con TBST se afiadié el correspondiente anticuerpo secundario
marcado con peroxidasa (anti-conejo desarrollado en cabra, de Promega, salvo para
la B-actina, ver mas adelante) a una dilucién 1:10000. La incubacién se llevé a cabo
durante 1 hora a temperatura ambiente en todos los casos.

Finalmente, las proteinas fueron visualizadas mediante revelado quimioluminiscente
empleando el kit Western Blotting Luminol Reagent, de Santa Cruz Biotechnology. La
cantidad de cada una de estas proteinas se determind posteriormente por
densitometria. Las bandas se cuantificaron empleando el programa informatico
Imagel, versidn 1.490 (NIH, Estados Unidos).

Como control de carga de todos los experimentos se empled la [B-actina. Su
reconocimiento se llevd a cabo con un anticuerpo primario desarrollado en ratén
(1:5000) (Sigma-Aldrich) y un secundario anti-raton (Promega) desarrollado en cabra
(1:10000).

Se realizaron sucesivos “stripping” de las membranas, con el fin de poder reutilizarlas
incubandolas con otros anticuerpos primarios diferentes. Para ello, después del
revelado con luminol, las membranas fueron lavadas en tampdn TBST durante toda la
noche a 49C y en agitacion. Al dia siguiente se incubaron durante 30min a 502C y en
agitacion con 10ml de tampodn de stripping (100ml de buffer de “stripping”: 400ul de
SDS al 10%, 14.28ml de Tris HCI pH 6.8 a 0.5M, 85.320ml de H,O destilada) y 50ul de
B-mercaptoetanol. Finalmente, las membranas fueron lavadas de nuevo varias veces
con TBST e incubadas durante toda la noche a 42C en el mismo tampdn de lavado
antes de bloquearlas de nuevo con TBST y albimina al 5% y afadir un nuevo
anticuerpo primario.
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Anticuerpo Especieen la Dilucién Casa Numero de
parala que ha sido empleada comercial referencia
proteina desarrollado
P-Akt Conejo 1:1000 Cell Signaling 4060
Akt Conejo 1:1000 Cell Signaling 9272
P-CREB Conejo 1:1000 Cell Signaling 9198
CREB Conejo 1:1000 Cell Signaling 9104
P-p70S6K Conejo 1:1000 Cell Signaling 9205
p70S6K Conejo 1:1000 Cell Signaling 2708
P-AMPK Conejo 1:1000 Cell Signaling 2535
AMPK Conejo 1:1000 Cell Signaling 2532
CB1 Conejo 1:100 Cayman 101500
GPR55 Conejo 1:100 Abcam ab174700
B-actina Ratén 1:5000 Sigma-Aldrich A2228

Tabla 1. Anticuerpos primarios empleados en esta tesis doctoral para el estudio de las

proteinas analizadas mediante Western blot.
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3.9 MEDIDA DEL Ca** INTRACELULAR EN LAS CELULAS B DE LOS ISLOTES
PANCREATICOS

Para medir las oscilaciones en los niveles de Ca*" intracelular de las células B
([Ca*];) usamos una técnica microfluorométrica que emplea como sonda de
reconocimiento de Ca®* el compuesto Fura-2. Esta sonda queda secuestrada en el
interior celular y se une de manera especifica al Ca®' libre, emitiendo luz a 510nm
cuando es excitada a 340 y 380nm. Mientras que la intensidad de emisién a 340nm
incrementa en presencia de Ca%, la intensidad de emision a 380nm disminuye, siendo
la relacién de intensidades de fluorescencia a 340nm y 380nm directamente
proporcional a la concentracion de Ca** e independiente de la concentracién de la
sonda.

*]; de las células B, grupos de 200

Para registrar los cambios en los niveles de [Ca
islotes de ratones o de humanos se separaron individualmente con la enzima acutasa
(Thermo Fisher Scientific) (200uL por cada 200 islotes) en un bafio a 372C, con débil
agitacién durante 4min. Posteriormente, los islotes se transfirieron a placas estériles
de 6 pocillos. Cada pocillo contenia un cubreobjeto de 2.2cm de didmetro que se tratd
previamente con etanol al 100% durante 5min, para permitir la unién de los islotes. A
continuacion, los islotes se incubaron toda la noche en medio RPMI 1640
suplementado con 5.5mM de glucosa, FBS al 10%, 2mM de L-glutamina y antibidticos
(100U/ml de penicilina y 0.1mg/ml de estreptomicina) a 372C en una atmdsfera con
un 5% de CO, y un 95% de O,. Al dia siguiente, se afiadi6 la sonda de Ca® Fura-2 AM
(Thermo Fisher Scientific) a una concentracién de 5uM durante 40min 372C. Pasado
ese tiempo, el cubreobjeto con los islotes se colocé en una camara de perifusion a
372C acoplada a un microscopio de fluorescencia (Carl Zeiss Axiovert 135, Estados
Unidos, objetivo 20x). La cdmara de perifusidén permite un flujo constante de 1ml/min
de las soluciones fisiolégicas empleadas (2mM 6 20mM de glucosa en medio Gey &
Gey (Gey et Gey, 1936) (en mM: 111 NaCl, 27 NaHCO;, 5 KCl, 0.22 KH,PO,, 0.28
MgS0,7H,0, 1 MgCl,x 6H,0, pH 7.4) a 372C y en ausencia o presencia de los
cannabinoides sintéticos LH-21 o Abn-CBD, ambos ensayados a 0.1, 1 y 10uM),
mientras se monitorizan continuamente los niveles de fluorescencia con el objetivo
de 20x. Estos niveles son adquiridos mediante una cdmara digital y se procesan
informdticamente éstos para obtener una representacién de los cambios en la
relacidn fluorescencia a 340/ fluorescencia a 380nm en funcién del tiempo.
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En estos experimentos, que se realizaron en el laboratorio de la Dra. Persaud (King's
College London) la maxima concentracién de DMSO que se usé como vehiculo de la
disolucién de cannabinoides empleados fue 0.04% y como estimuladores de la
movilizacién de Ca** se usaron ATP a 100uM, tolbutamida a 50puM o carbacol a
500uM (todos ellos de Sigma-Aldrich).

3.10 EXPERIMENTOS IN VITRO DE SECRECION ESTATICA DE INSULINA ESTIMULADA
POR GLUCOSA

En estos experimentos de secrecién de insulina estimulada por glucosa (GSIS)
se emplearon islotes aislados de ratones que consumieron cada una de las tres dietas
mencionadas en el apartado 3.3 (dieta estabulario, dieta al 10% en grasa y dieta al
45% en grasa). Tras el aislamiento, los islotes se incubaron 24 horas en medio RPMI
1640 con 11mM de glucosa, FCS al 10%, 2mM de glutamina, y antibidticos (100U/ml
de penicilina y 0.1mg/ml de estreptomicina).

Al dia siguiente, los islotes se pre-incubaron en medio de secrecidon (100ml a 10X:
8.182g de NaCl, 0.335g de KCI, 0.203g de MgCl,x 6H,0, 4.766g de HEPES, 0.368g de
CaCl,x 2H,0 a un pH de 7.35) a 3.3mM de glucosa, durante 2 horas a 37°C.
Posteriormente, se establecieron 5 condiciones experimentales, empleando 5 islotes
en cada pocillo y 6 réplicas por condiciéon experimental, sembrando los islotes en
pocillos de placas de 24. Las 5 condiciones experimentales fueron las siguientes: a)
islotes no estimulados (en medio de secrecion 3mM de glucosa), b) islotes
estimulados (en medio de secrecion 11mM de glucosa), c) islotes tratados con
rimonabant 0.1uM (en medio de secrecion 11mM de glucosa), d) islotes tratados con
rapamicina 3nM (en medio de secrecién 11mM de glucosa) y e) islotes pre-tratados
con rapamicina a 3nM durante 15min y posteriormente con rimonabant a 0.1uM (en
medio de secrecién 11mM de glucosa). Los islotes fueron incubados durante 1 hora a
372C con objeto de que secretaran suficiente insulina al medio de cultivo para su
posterior cuantificacidn.

Finalmente, los islotes se recolectaron, se lavaron en solucion de perfusion,
centrifugando a 300xg, 10min a 42C y se congelaron a -802C para la posterior
cuantificacion del contenido proteico. El medio de secrecién de cada pocillo se
centrifugd también a 300xg, 10min a 49C y se congeld a -209C para cuantificar a
posteriori la insulina presente mediante un kit ELISA (Mercodia, (ver apartado 3.11).
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Experimentos similares de GSIS, siguiendo basicamente el mismo protocolo, fueron
realizados en el laboratorio de la Dra. Persaud con los ligandos LH-21 y Abn-CBD a 0.1,

1y 10uM. En estos casos, las incubaciones estimulatorias se llevaron a cabo a 20mM
de glucosa durante 1 hora a 379C, y se utilizaron islotes procedentes de ratones ICR,
CD-1, C57BL/6J, WT y KO de GPR55 (GPR55’/’) e islotes humanos. En este caso, la
concentracion de insulina en los medios se determind mediante radioinmunoensayo
(ver apartado 3.13).

3.11 DETERMINACION DE INSULINA MEDIANTE EL METODO ELISA

En algunos experimentos (los realizados en el laboratorio de Hormonas del
Hospital Regional de Malaga) la insulina producida por los islotes fue medida
empleando la técnica de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Para ello se
empled un kit comercial del proveedor Mercodia, siguiéndose las instrucciones del
fabricante. El kit estéa basado en la técnica de sandwich directo, que emplea un
anticuerpo monoclonal de captura adherido a los pocillos de la placa de ELISA y un
segundo anticuerpo monoclonal conjugado con peroxidasa de rabano que reconoce a
la insulina una vez que ésta ha sido fijada al anticuerpo de captura. Una vez eliminado
mediante lavado el anticuerpo conjugado sobrante se afiade el sustrato cromogénico
3,3",5,5 -tetrametilbencidina (TMB) que es oxidado por la peroxidasa, produciendo un
derivado que una vez parada la reaccibn con HCl puede ser medido
espectrofotométricamente en el lector de ELISA a 450nm. El kit utiliza una serie de
patrones de insulina de concentracién conocida con los que es posible confeccionar
una recta patrén que permite la determinacién de la insulina de la muestra problema
por interpolacién.

3.12 EXPERIMENTOS /N VITRO DE SECRECION DINAMICA DE INSULINA USANDO UN
SISTEMA DE PERIFUSION

Se realizaron también experimentos in vitro de secrecidon dindmica de
insulina. Para ello, grupos de 40 islotes de ratones ICR, C57BL/6J WT y C57BL/6)
GPR55 KO 6 50 islotes humanos se transfirieron a cdmaras con filtros de nylon que
contenian poros de 1um de tamafio para impedir la pérdida de los islotes durante la
perifusion.
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El sistema de perifusion utilizado poseia 16 camaras (se emplearon 4 cdmaras por
cada condicién experimental) y dos bombas de perifusidon (Persaud et al., 2007). Los
medios empleados se mantuvieron en un bafio a 379C.

Los islotes se sometieron a 2mM de glucosa en medio Gey & Gey (Gey et Gey, 1936)
durante 1 hora a un flujo de 0.5ml/min, y seguidamente se aplicé el protocolo de
secrecion dindmica de insulina consistente en 10min a 2mM de glucosa, 20min a
20mM de glucosa, 20min a 20mM de glucosa mas el farmaco empleado (LH-21 o Abn-
CBD o vehiculo) y finalmente, 20min a 20mM de glucosa (véase Fig. 3). Todos ellos en
medio Gey & Gey (Gey et Gey, 1936). Durante todo este protocolo el flujo se mantuvo

a 0.5ml/min.
Al 20mM glucosa
glucosa
LH-21/Abn-CBD/Vehiculo
< >
0 10 20 30 40 50 60 70

Figura 3. Esquema del protocolo llevado a cabo durante la secrecion dinamica de insulina, que
tenia una duracion total de 70min. Los 10 primeros minutos los islotes fueron perifundidos a
2mM de glucosa y los 60min restantes a 20mM de glucosa. El tratamiento con los
cannabinoides o vehiculo se establecié entre los minutos 20 y 40 de la perifusion con 20mM
de glucosa, o sea, entre los minutos 30 y 50 de la perifusion.

Los medios de secrecion de los islotes se recolectados cada 2min durante los 70min
del experimento y se congelaron a -202C para la posterior cuantificacion de insulina.
En los casos en que la insulina podia ser medida en las siguientes 24 horas, se
guardaba el medio a una temperatura de 42C. La concentracion de insulina liberada se
determiné por radioinmunoensayo (ver siguiente apartado).

Los farmacos, LH-21 y Abn-CBD, fueron ensayados a concentraciones de 0.001, 0.01,
0.1, 1y 10uM. Como vehiculo se empleé DMSO, por debajo de 0.04%.
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3.13 DETERMINACION DE INSULINA POR RADIOINMUNOENSAYO

El radioinmunoensayo (RIA), desarrollada por Yalow y Salomon en los afios
60, es una técnica altamente sensible, en el rango de pico-gramos, y especifica para la
cuantificacion de sustancias de muy diferente naturaleza (insulina, por ejemplo)
(Schwartz, 1973; Yalow, 1991; Kahn et Roth, 2004).

El RIA es una técnica inmunoldgica competitiva, donde un antigeno marcado
radiactivamente (trazador) (Ag*) compite con el mismo antigeno (Ag) no marcado,
presente en la muestra o en estandares de concentraciéon conocida, por su union a
una cantidad fija y limitada de anticuerpo (Ab). Dicha cantidad de Ab se elige de
forma que éste sea capaz de unir entre el 50-70% de una cantidad fija de Ag* en la
muestra de ensayo. Esta relacion entre el Ab y el Ag* permite asegurar que el nimero
de epitopos presentados por el Ag* siempre exceda al nimero total de lugares de
union del Ab, y asi, el Ag* y Ag pueden competir. En el RIA se precisa también separar
los complejos antigeno-anticuerpo (Ag*-Ab y Ag-Ab) del antigeno que permanece
libre (Ag* y Ag) y de un contador apropiado para medir la radiactividad. Se mide la
radiactividad contenida en los complejos Ag*-Ab de los diferentes puntos de la curva
estandar y de la muestra problema (cuentas por minuto, cpm) representandose una
curva estandar de la que pueden deducirse los valores de concentracidon de la
muestra problema por interpolacién.

En este ensayo, hemos usado como trazador insulina marcada con el isétopo

125

radiactivo yodo-125, (1"*). El procedimiento se detalla a continuacién:

Se descongelaron las muestras correspondientes a los medios de secrecién de los
islotes, recolectados en los experimentos de secrecion estatica o dindmica de insulina.

Se rotularon tubos de ensayo de 5ml para todas las muestras (por duplicado), para la
curva de calibrado (por triplicado) y para los tubos de union no especifica (NSB), union
maxima (MB) y total (T). A continuacién, se preparé la curva de calibrado a partir de
un stock de insulina a 10ng/ml, y se hicieron diluciones seriadas a 1/2; 10, 5, 2.5, 1.25,
0.63,0.32,0.16, 0.08 y 0.04ng/ml.

Se afiadié 100ul de cada muestra o estandar. Las muestras procedentes de
experimentos de secrecién estdtica, se diluyeron 1:4 con una solucién salina de
borato. A continuacion se prepard el anticuerpo anti-insulina a una dilucién 1:10 a

125

partir de un stock a 1ug/ml y el trazador (insulina marcada con I"~) a una dilucién que

dependia del grado de radiactividad del is6topo radiactivo (vida media de 60 dias),
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pero que finalmente se ajustd a 100000cpm/ml en el contador de radiacion gamma.

Tras afiadir las muestras o estandares de insulina, a cada tubo se afiadié un volumen
de 100ul del anticuerpo y del trazador, de modo que el volumen final de cada tubo
fue de 300y, salvo en aquellos tubos de referencia marcados como T (Total), que sélo
tenian 100ul de trazador. El volumen (ul) de la solucién de borato, de anticuerpo,
trazador, estandar de insulina y muestra de cada condicion fue el indicado en la
siguiente tabla:

Solucién i
. . ) Trazador | Estandar de
Condicion salina de | Anticuerpo 125 L Muestras
(1) insulina
borato
Curva de
calibrado
100 100 100
(10-
0.04ng/ml)
Total 100
NSB 200 100
MB 100 100 100
Muestras 100 100 100

Seguidamente, se agitaron todos los tubos y se incubaron un minimo de 48 horas a
4°C. Tras las 48 horas de incubacidn, se precipitaron las muestras centrifugandolas
durante 15min a 3000rpm en una solucion de polietilenglicol (PEG) al 12% diluido en
tampdn PBS, y-globulinas, y Tween-20. No se precipitaron los tubos correspondientes
a "T" (Total, sélo trazador). Tras la centrifugacion, se aspiré el volumen de PEG
presente en todos los tubos.

Por ultimo, se midieron las cpm de cada uno de los tubos en un contador gamma
acoplado a un ordenador, el cual confecciond la curva estandar a partir de la cual
determiné la concentracion de insulina de las muestras por interpolacion.
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3.14 CUANTIFICACION DE LA PRODUCCION DE ROS EN ISLOTES TRATADOS CON
LIGANDOS CANNABINOIDES

Con vistas a estimar la produccidn de especies reactivas de oxigeno, los
niveles de anidn superdxido en islotes fueron cuantificados por microscopia confocal,
usando el método del dihidroetidio.

El dihidroetidio, también conocido como hidroetidina, es un colorante fluorescente
permeable a las células que cuando penetra en ellas es capaz de formar, en presencia
del anién superdxido (O,"), 2-hidroxietidio. Esta molécula se intercala en el DNA y
emite fluorescencia roja (560- 615nm) detectable mediante microscopia de
fluorescencia cuando es excitada a 488nm.

En nuestros experimentos se empled un microscopio confocal para detectar vy
registrar la intensidad de las sefales fluorescentes emitidas por los islotes tratados
con cannabinoides tras la incorporacién del dihidroetidio. La cuantificacion de la
fluorescencia emitida por el 2-hidroxietidio producido, se llevd a cabo a partir de
imagenes de alta resolucién procesadas por densitometria mediante el programa
informdtico Imagel. La intensidad de fluorescencia emitida se normalizd con respecto
al area de los islotes (Morgan et al., 2007).

En la Fig. 4 se muestra un esquema de la reaccidon producida entre el dihidroetidio y
el anién superdxido para dar 2-hidroxietidio.

NADPH oxidasa/ Complejos |, lll y IV de la cadena
transportadora de electrones

OH
D | S

.OZ
H=—N —_—
\CH2CH 3 (Anidn superéxido) \CH 2CH 3
Dihidroetidio 2-Hidroxietidio

Figura 4. Reaccion producida entre el dihidroetidio y el anidn superdéxido para dar 2-
hidroxietidio el cual emite fluorescencia en el espectro del rojo.
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A continuacién se describen los experimentos en los que se determinaron los niveles
de anion superéxido en islotes tratados con los cannabinoides ACEA, rimonabant y
ACEA + rimonabant, tanto procedentes de ratas como de ratones.

3.14.1 Tratamiento de islotes de rata

Una vez aislados los islotes de rata, fueron incubados toda la noche en medio
RPMI 1640 (7mM de glucosa) suplementado con FCS al 10% y antibiéticos (100U/ml
de penicilina y 0.1mg/ml de estreptomicina), a 372C en una atmdsfera con un 5% de
CO, y un 95% de 0,. Al dia siguiente, los islotes fueron incubados 2 horas en medio
RPMI 1640 con 3.3mM de glucosa a 372C, también en una atmdsfera con un 5% de
CO,y un 95% de 0O,. Después de dicho tratamiento, los islotes se trataron durante 1
hora con 0.1uM de ACEA o vehiculo (DMSO al 0.2%) a 3.3mM y 16.7mM de glucosa en
medio Krebs-Henseleit (118mM NaCl, 4.7mM KCI, 1.2mM KH,P0O,, 2.5mM CaCl,,
1.2mM MgS0O,, 25mM NaHCOs, con un pH de 7.4) en un bafio a 372C y en agitacion.
En cada una de las condiciones experimentales, se emplearon 20 islotes.

El protocolo para el tratamiento con rimonabant a 0.1uM fue exactamente el mismo
que el del ACEA, si bien el tiempo de incubacién fue de 3 horas. Como vehiculo se
empled etanol al 0.2%. El protocolo para el tratamiento conjunto de rimonabant y
ACEA, se llevd a cabo incubando primero 3 horas sélo con 0.1uM de rimonabant y
seguidamente 1 hora con ACEA a 0.1uM manteniendo el rimonabant.

Después del tratamiento con los cannabinoides, los islotes se incubaron con la sonda
hidroetidina (Thermo Fisher Scientific) a 50uM durante 20min a temperatura
ambiente, en oscuridad y en agitacién. Finalmente, se determind la produccién de
anién superdxido a través de la fluorescencia emitida y captada por microscopia
confocal (LSM 510, Axiovert 100M, Carl Zeiss; Alemania). Estos experimentos en
islotes de rata fueron realizados en el Instituto de Ciencias Biomédicas de la
Universidad de Sao Paulo, Brasil.

3.14.2 Tratamiento de islotes de raton

Para los islotes de ratones se utilizd6 un protocolo similar al de ratas, pero el
tiempo de incubacidn del rimonabant fue de 1 hora en lugar de 3 horas. Asimismo, el
protocolo para los experimentos de tratamiento conjunto de rimonabant y ACEA se
llevé a cabo incubando previamente con rimonabant (0.1uM) durante 15min vy
seguidamente con ACEA (0.1uM) durante 1 hora, manteniendo el rimonabant. Se
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realizaron curvas dosis-respuesta de rimonabant y de ACEA a diversas
concentraciones (0.1, 0.01 y 0.001uM).

Por otra parte, para el caso de los islotes de ratones se investigd la produccién de
anién superoxido tanto en aquellos procedentes de ratones sanos C57BL/6J WT como
en otros procedentes de ratones pre-diabéticos. Las imagenes se realizaron con un
microscopio LEICA (modelo SP5 Il) ubicado en los servicios centrales de apoyo a la
investigacion de la Universidad de Malaga (SCAI).

3.15 MEDIDA DE LA ACTIVIDAD DE LAS CASPASAS 3/7 PARA DETERMINAR EL NIVEL
DE APOPTOSIS

Las caspasas son una gran familia de proteasas homélogas entre si que se
activan en las células cuando éstas reciben sefales pro-apoptdticas extracelulares o
intracelulares (Alnemri et al., 1996). Estas proteasas producen rupturas detras de los
grupos carboxilo de residuos de aspartato en los enlaces peptidicos de las proteinas
diana, de lo que se deriva su nombre: cisteinil-aspartato proteasas o caspasas. La
caspasa mas prevalente en la célula es la caspasa 3 que es la Ultima responsable de la
mayoria de los efectos apoptdticos junto con las caspasas 6 y 7. En este trabajo se han
medido las actividades de las caspasas 3 y 7 como indicador de la capacidad
apoptotica/supervivencia de los islotes de ratones y humanos.

La actividad de estas caspasas fue determinada usando el kit comercial Caspase-
Glo 3/7 Assay (Promega) que se basa en un ensayo luminiscente. Fue utilizado
siguiendo las instrucciones del fabricante. El kit contiene un sustrato luminogénico
cuya lisis mediada por caspasas 3/7 provoca la aparicidn final de luz cuya intensidad
es proporcional a la actividad de dichas caspasas. Los detalles del procedimiento se
indican en la Fig. 5:

Para realizar los experimentos de determinacién de la actividad de las
caspasas, los islotes pancreaticos aislados de ratones o humanos se estabilizaron en
medio RPMI 1640 con 5.5mM de glucosa, FBS al 10%, 2mM L-glutamina, y antibidticos
(100U/ml de penicilina y 0.1mg/ml de estreptomicina) durante toda la noche a 379C
en una atmoésfera con 5% de CO, y un 95% de O,. Al dia siguiente, los islotes se
incubaron en ausencia o en presencia de LH-21 a 0.1 y 1uM, o Abn-CBD a 1 y 10uM
durante 48 horas. Para estimular la apoptosis, los islotes se expusieron a un cdctel de
citoquinas (IL-1B a 0.5U/ul, TNFa a 5U/ul e INFy a 5U/ul) durante 20 horas. Los
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ensayos se realizaron en placas de 96 pocillos donde se introdujeron 5 islotes /pocillo.
Las lecturas de intensidad luminosa (después de afiadir los reactivos del kit) se
realizaron empleando un lector de microplacas de Promega (modelo Multi Detection
System Glomax), a 490nm.

H

Z-DEVD-N S N. _.COOH
7 2 4
U

Caspasas 3/7 l a) Sustrato luminogénico

H,N S N. _-COOH
L™ eameo,
Z-DEVD- + N S
UltraGlo Luciferasa L b) Aminoluciferina
Mg2+
A 490nm

Figura 5. Esquema de la determinacion de caspasas mediante ensayo con el kit Caspase-Glo
3/7 Assay (Promega). Las caspasas 3/7 llevan a cabo la escisién del sustrato luminogénico (a)
qgue contiene la secuencia DEVD. De esta forma generan aminoluciferina (b), sustrato de la
luciferasa, la cual originard finalmente una sefal luminosa proporcional a la actividad de las
caspasas 3/7.

3.16 ANALISIS ESTADISTICOS

Todos los analisis estadisticos llevados a cabo en esta memoria se realizaron
usando el programa informatico Graphpad prism v.5.01 (Graphpad Inc.; La Jolla,
Estados Unidos). Los resultados se presentan como la media de los valores + media
del error estandar (S.E.M.) para cada grupo de experimentos comprobandose
previamente una distribucién normal de los datos. Los datos se analizaron a través del
andlisis de la varianza (ANOVA) de una sola via o dos, segun el disefio experimental y
la t de Student. En el caso del analisis por ANOVA, se utilizd el post-test de
comparaciones multiples de Dunnett. Se consideraron estadisticamente significativos
los valores de p<0.05.
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4.1 GENERACION Y CARACTERIZACION DE UN MODELO EXPERIMENTAL ANIMAL DE
PRE- DIABETES INDUCIDA POR DIETA

Como hemos indicado en la seccidn de materiales y métodos (apartados 3.1y
3.3) uno de los modelos animales utilizados en esta tesis ha sido el ratén C57BL/6J
obeso y pre-diabético. Diferentes tandas de este modelo, hasta tres en el transcurso
de este trabajo, han sido generadas en nuestro laboratorio mediante alimentacion
prolongada de estos ratones con una dieta alta en grasa (45% kilocalorias en forma de
grasa) durante 16-18 semanas (para mas detalle vedse el apartado 4.3).

En la Fig. 1 se muestra, a) una curva de ganancia de peso representativa, tanto para
los animales controles (10% kilocalorias en forma de grasa) como para los animales
inducidos a ser pre-diabéticos, b) un test de tolerancia a la glucosa (GTT), y c) un test
de tolerancia a la insulina (ITT). La Fig. 2 muestra los niveles plasmaticos de las
hormonas insulina, glucagdn y leptina de una de las tandas de animales,
representativa de las diferentes tandas.

4.1.1 Curva de la ganancia de peso de animales en relacion a la dieta consumida

En la Fig. 1A se muestra la evolucién del peso de dos grupos de ratones
C57BL/6) respecto al tiempo durante 16-18 semanas alimentados con dos dietas
diferentes: dieta con un 10% en grasa vy dieta con un 45% en grasa. A la derecha se
muestra el cdlculo del area bajo la curva (AUC).

Como puede apreciarse en la mencionada Fig. 1A, todos los animales ganaron peso de
manera mas o menos similar hasta las 8 semanas (60 dias) aproximadamente. En ese
momento, se produce un cambio drastico de la pendiente de la curva de incremento
de peso del grupo de ratones que consumieron la dieta enriquecida en grasa al 45%
con respecto al grupo control. A partir de la semana 9 la diferencia de peso entre
ambos grupos es estadisticamente significativa, y puede decirse que los animales
alimentados con dieta al 45% en grasa son obesos con respecto a los animales
controles. Tras el sacrificio, se pudo comprobar que este sobrepeso se debia a una
mayor cantidad de tejido adiposo visceral (datos no mostrados). Como se indicara a
continuacién, estos animales muestran también caracteristicas tipicas de pre-diabetes
a partir de las 8 semanas de consumo de la dieta alta en grasa.
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4.1.2 Test de tolerancia a la glucosa (GTT) y test de tolerancia a la insulina (ITT)

Con el fin de verificar la existencia de alteraciones en la homeostasis de la

glucosa en nuestro modelo de animal obeso, se realizaron mediciones de la glucosa
basal en ayunas, un test intraperitoneal de tolerancia a la glucosa (GTT) (Fig. 1B) y un
test de tolerancia a la insulina (ITT) (Fig. 1C) tras ayuno nocturno de los animales.
Los animales alimentados con una dieta alta en grasa mostraron una tendencia a
tener una glucemia en ayunas incrementada con respecto a los controles, aunque esta
diferencia no llegd a ser significativa (controles: 112+6mg/dl; dieta 45% grasa:
128+7mg/dl; n=29-31 cada grupo; p=0.0703, test t-Student). La Fig. 1B, muestra el
perfil de los valores de glucosa en sangre (mg/dl) obtenidos respecto al tiempo (min)
tras una inyeccion intraperitoneal de glucosa (2g/kg de peso corporal) a animales
ayunados después de 8 semanas en dieta. A la derecha de la Fig. 1B se representan el
calculo de las areas bajo la curva. Las muestras de sangre fueron obtenidas de la cola
de los animales y se midieron empleando un glucémetro convencional. Como puede
observarse, hasta los 30min los niveles de glucosa aumentaron exponencialmente de
manera muy similar en las muestras de sangre procedentes de los grupos de animales
alimentados con cada una de las dos dietas ensayadas. A partir de ese momento, los
niveles sanguineos de glucosa van descendiendo en las muestras procedentes de
animales alimentados con dieta control, mientras que en los procedentes de animales
alimentados con dieta al 45% en grasa siguen subiendo, alcanzando valores maximos a
los 45min. A partir de ese momento, los niveles de glucosa comienzan a descender
hasta alcanzar, a los 120min, valores mds préximos a los de los animales control. Por
tanto, puede afirmarse que los animales alimentados con dieta al 45% en grasa
muestran intolerancia a la glucosa, un rasgo tipico de la pre-diabetes. La Fig. 1C
muestra los valores de glucosa en sangre (mg/dl) respecto al tiempo (min) tras una
inyeccion intraperitoneal de insulina (0.75U/kg de peso corporal) a animales ayunados
después de 11 semanas en dieta, mediante una metodologia de trabajo similar a la del
GTT. La grafica de la derecha representa el cdlculo del drea bajo la curva. Se puede
observar cdmo los valores sanguineos de glucosa correspondientes a los ratones que
fueron alimentados con dieta 45% en grasa se mantienen mads elevados en el tiempo
que los correspondientes a los animales alimentados con la dieta control. Este hecho
indicaria que los ratones que consumieron la dieta con mayor contenido graso tienen
menor capacidad de respuesta a la insulina enddgena; esto es, que son mas
resistentes a la accidn aclaradora de glucosa llevada a cabo por la insulina. Por tanto,
podemos afirmar, también, que los animales alimentados con la dieta al 45% en grasa
son resistentes a la insulina, otro rasgo que es tipico de la pre-diabetes.
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4.1.3 Niveles plasmaticos de glucosa y de las hormonas insulina, glucagon y leptina

Los niveles de glucosa sanguinea, medidos mediante un glucémetro a partir
de sangre extraida de la cola en las semanas 8, 11 y previamente al sacrificio,
mostraron un incremento en los ratones que habian consumido la dieta al 45% en
grasa (semana 11: controles, 123+4mg/dl; 45% dieta grasa, 140+5mg/dl; p<0.05, test t
Student). Por tanto, podriamos decir, igualmente, que los ratones alimentados con
dieta al 45% en grasa son hiperglucémicos con respecto a los animales controles,
aunque el nivel de hiperglucemia es leve.

Los valores plasmaticos de las hormonas insulina, glucagén y leptina en el momento
del sacrificio se muestran en la Fig. 2. Como puede observarse, los ratones que
consumieron la dieta al 45% en grasa mostraron valores de concentracién plasmatica
de las hormonas insulina (Fig. 2A) y leptina (Fig. 2B) significativamente mas elevados
qgue los del grupo control. Por tanto, los animales alimentados con la dieta al 45% en
grasa son hiperinsulinémicos e hiperleptinémicos, todo ello caracteristicas también
tipicas de estadios tempranos de diabetes tipo 2 o pre-diabetes. Por el contrario, los
niveles de glucagdén (Fig. 2C) mostraron un incremento en los animales con dieta al
45% en grasa aunque no llegd a alcanzar la significacidn estadistica.

En conjunto, podemos decir que nuestro modelo animal de obesidad y pre-diabetes
inducida por dieta, al menos desde el punto de vista bioquimico y metabdlico se
asemeja enormemente a la situacidn de pre-diabetes humana; donde el islote
pancredtico se ve forzado a producir de manera continua insulina sin que por ello,
pueda conseguir mantener la normoglucemia.
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Figura 1. Ganancia de peso, tolerancia a glucosa y tolerancia a insulina en ratones
C57BL/6) sometidos a dieta control (10% en grasa) o alta en grasa (45%). A) Curva de
ganancia de peso, B) Test de tolerancia a glucosa tras 8 semanas de consumo de cada dieta
y C) Test de tolerancia a insulina a las 11 semanas de consumo de cada dieta. Dieta 45% en
grasa (cuadrados, linea continua), dieta control (tridngulos, linea discontinua). Las lineas
horizontales denotan diferencias estadisticamente significativas, N=10 animales cada
grupo, (***) p<0.001, ANOVA de medidas repetidas. A la derecha de cada grafica se
muestra las correspondientes areas bajo la curva (AUC). (**) p<0.01, (***) p<0.001, prueba

t-Student.
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Figura 2. Concentraciones plasmaticas de insulina, glucagon y leptina en ratones sanos y
pre-diabéticos. Ratones C57BL/6) fueron alimentados durante 18 semanas con dieta
control (10% grasa) o dieta al 45% grasa. (*) p<0.05, (***) p<0.001, N=8 ratones en cada

grupo, prueba t-Student.
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4.2 MODULACION POR LOS RECEPTORES CB1 Y GPR55 DE LA SENALIZACION
INTRACELULAR MEDIADA POR GLUCOSA EN ISLOTES PANCREATICOS DE RATONES Y
HUMANOS

4.2.1 Analisis de la expresion de los receptores CB1 y GPR55, mediante Western blot,
en islotes pancreaticos y otros tejidos de ratones C57BL/6)

Como puede observarse en la Fig. 3A, el receptor cannabinoide CB1 se
expresa en islotes pancreaticos aislados de ratones C57BL/6J, como ya previamente
habia sido descrito por nuestro grupo y por otros autores, asi como en otros tejidos
como bazo, cerebelo, cerebro 6 higado. Dado que el tamafio de la banda obtenida
para CB1 (76kDa) fue superior a los 60kDa esperados, se comprobd la especificidad
del anticuerpo primario realizando un Western blot donde éste fue preincubado con
un péptido que lo bloquea. Como puede observarse en la parte derecha de la figura
3A, la tincidon puede considerarse especifica, ya que el péptido bloqueante del anti-
CB1 utilizado previene por completo la aparicién de la banda correspondiente a CB1.

Por su parte, el receptor GPR55 muestra una intensa expresion en islotes pancreaticos
y tejidos como cerebro o higado (Fig. 3B). La presencia de la banda a la altura de la
masa molecular esperada sugiere que esta inmunotincion es especifica.

4.2.2 Modulacién de la expresién del receptor cannabinoide CB1 en islotes
pancredticos de animales pre-diabéticos

La Fig. 3C muestra imagenes del resultado de los Western blot revelados para
el receptor cannabinoide CB1 a partir de extractos proteicos obtenidos de islotes
pancreaticos de ratones sanos (alimentados con una dieta estandar al 10% en grasa) y
ratones pre-diabéticos (alimentados con una dieta al 45% en grasa). Como proteina
normalizadora de la carga se empled la B-actina. En la Fig. 3D se muestra la
representacion grafica en tantos por ciento (%) de la relacion CB1/B-actina analizada
por densitometria a partir de las bandas obtenidas en los Western blot. Los resultados
se han referido a los obtenidos con los animales controles (alimentados con una dieta
al 10% en grasa), que los consideramos el 100%. Como puede observarse, los animales
pre-diabéticos tienen un incremento de un 33% en la expresidn del receptor CB1.
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Figura 3. Expresion de CB1 y GPR55 en diferentes tejidos de ratones C57BL/6J. A)
Determinacion mediante Western blot de CB1 en bazo, cerebelo, cerebro, higado e islotes
pancreaticos de ratones controles (dieta 10% grasa). Las 2 calles de la derecha muestran el
control negativo de pre-incubacidn del anticuerpo primario con el péptido inmunizante en
extractos de cerebro e islotes. B) Determinacion mediante Western blot de GPR55 en
cerebro, higado e islotes de ratones controles. C) Western blot de CB1 en islotes de ratones
sanos controles y pre-diabéticos (dieta 45% grasa). D) Cuantificacion relativa por
densitometria de la relacion CB1/B-actina en islotes de animales sanos y pre-diabéticos del
Western blot del apartado C. El nivel de expresion de las proteinas analizadas obtenido con
ratones sanos se considera 100%.
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4.2.3 Andlisis mediante Western blot de la via de sefializacién Akt/PKB en islotes
pancreaticos de ratones C57BL/6J, CD1 y humanos

4.2.3.1 Via de seiializacion Akt/PKB en islotes pancreaticos de ratones

La Fig. 4A muestra imagenes representativas de Western blot (izquierda) de
las proteinas Akt total (Akt) y su forma fosforilada (P-Akt), en extractos proteicos de
islotes pancreaticos de ratones sanos y ratones pre-diabéticos, y que 15min antes de
su sacrificio fueron inyectados, bien con vehiculo (0.1% etanol en suero salino) o con
rimonabant (0.1mg/kg peso), seguido de una inyeccion de sobrecarga de glucosa
(2g/kg). Arriba a la derecha de la Fig. 4A, se muestran en tantos por ciento (%) las
relaciones P-Akt/Akt totales obtenidas tras el andlisis densitométrico de las bandas
obtenidas en de los Western blot. Se puede observar como el bloqueo de CB1
inducido por el rimonabant disminuye en torno a un 30% la fosforilacion de Akt en los
ratones controles (p<0.05, ANOVA de dos vias), no observandose cambios en los
animales pre-diabéticos. Asimismo, la fosforilacion de Akt parece ligeramente
disminuida (en torno al 15%) en los islotes procedentes de animales pre-diabéticos
(Veh) al compararla con la de los animales sanos (Veh), aunque esta diferencia no es
estadisticamente significativa. En la Fig. 4B (izquierda) se muestran imagenes de
Western blot revelados para las proteinas Akt total, P-Akt y B-actina en islotes
pancredticos procedentes de ratones CD1 sanos, tratados durante 30min in vitro con
LH-21 (0.1uM), antagonista del receptor cannabinoide CB1, 6 con Veh (DMSO 0.04%).
Los experimentos se realizaron en condiciones de alta (25mM) y media glucosa
(5.6mM). A la derecha de la Fig. 4B se muestran, también, los valores en % de las
relaciones P-Akt/Akt total, obtenidos tras el anadlisis densitométrico de las bandas
obtenidas en los Western blot. Tras el analisis de las imagenes, puede comprobarse
que el tratamiento con LH-21 disminuydé la fosforilacion de Akt a las dos
concentraciones de glucosa empleadas. En la Fig. 4C se muestran imdagenes de
Western blot (izquierda) para las proteinas Akt total, P-Akt, y B-actina expresadas en
islotes pancredticos de ratones C57BL/6J sanos tratados durante 30min in vitro con
Abn-CBD (a 0.1, 1 y 10uM), agonista del receptor GPR55, o con Veh (DMSO 0.007%).
Los experimentos se realizaron en condiciones de alta glucosa (25mM). A la derecha
de la Fig. 4C, se muestran, también, los valores en % de la relacién entre las formas
fosforiladas y totales de las mencionadas proteinas Akt, obtenidos tras el anadlisis
densitométrico de las bandas referido a los controles (islotes tratados soélo con
vehiculo). Como puede observarse, el tratamiento de los islotes con Abn-CBD,
disminuyd de manera dosis dependiente la fosforilacidon de Akt, llegando hasta el 33%
de disminucidon cuando se empled la concentracién mds alta ensayada (10uM).
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Figura 4. Estudio de la fosforilacion de la proteina Akt en islotes pancreaticos aislados de
ratones tratados con los ligandos cannabinoides rimonabant, LH-21 y Abn-CBD. A)
Determinacion mediante Western blot de las proteinas Akt fosforilada (P-Akt) y total (Akt) en
islotes pancreaticos aislados de 2 grupos de ratones C57BL/6J alimentados con dieta 10% grasa
(control) y dieta 45% grasa y tratados con rimonabant (Rimo) (0.1mg/Kg) 6 con vehiculo (Veh)
durante 15min, seguido de una sobrecarga intraperitoneal de glucosa (Glc) y sacrificio a los
10min; (*) p<0.05 Rimo vs. Veh, test t Student, (N=3). B) Determinacion mediante Western blot
de las proteinas P-Akt y Akt en islotes pancreaticos aislados de ratones CD-1 tratados in vitro
durante 30min con LH-21 (0.1uM) 6 con Veh, a 5.6mM y a 25mM de Glc. C) Determinacion
mediante Western blot de las proteinas P-Akt y Akt en islotes pancreaticos aislados de ratones
C57BL/6J tratados durante 30min con diferentes concentraciones del agonista del receptor
GPR55, Abn-CBD en alta Glc (25mM). La B-actina se empled como control de carga. A la derecha
de los paneles A), B) y C) se muestran las cuantificaciones densitométricas de los resultados
obtenidos para las relaciones P-Akt/Akt referidos a los valores obtenidos cuando los islotes son
tratados sélo con Veh, considerados 100%.
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4.2.3.2 Via de seiializacion AKT/PKB en islotes pancreaticos humanos

La Fig. 5A muestra imdagenes de Western blot de las proteinas AKT total (AKT),
su forma fosforilada (P-AKT), y B-actina expresadas en islotes pancredaticos humanos,
tratados durante 30min in vitro con Abn-CBD (10uM), LH-21 (0.1uM) 6 con vehiculo
(DMSO 0.04%). Los experimentos se realizaron en condiciones de alta glucosa (25mM)
y media glucosa (5.6mM). En la Fig. 5B se muestran los valores en % de las relaciones
P-AKT/AKT total, resultado del andlisis densitométrico de las bandas de los Western
blot, referidos a los islotes control tratados sélo con vehiculo y que consideramos el
100%.

Como puede verse en la Fig. 5B, el tratamiento de islotes humanos, bien con el
agonista del receptor GPR55 Abn-CBD, 6 con el antagonista del receptor cannabinoide
CB1 LH-21, modificd la fosforilacion de la proteina AKT. Asi, el tratamiento de los
islotes con LH-21 hizo incrementar la fosforilacién de esta proteina hasta un 51%,
independientemente del nivel de glucosa utilizado en el medio. Al igual que LH-21, el
tratamiento con Abn-CBD aumentd el nivel de fosforilaciéon de AKT, si bien lo hizo en
menor proporcion a 25mM (16%) que a 5.6mM de glucosa (28%).
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Figura 5. Estudio de la fosforilacion de la proteina AKT en islotes pancreaticos humanos,
tratados con los ligandos cannabinoides Abn-CBD 6 LH-21. A) Determinacion mediante
Western blot de las proteinas AKT fosforilada (P-AKT) y total (AKT) en islotes pancreaticos
humanos tratados durante 30min con Abn-CBD (10uM) é LH-21 (0.1uM) en condiciones de
alta (25mM) o media glucosa (Glc) (5.6mM). Se empleé como proteina normalizadora de la
carga, B-actina. B) Cuantificacion densitométrica de las relaciones P-AKT/AKT calculadas a
partir de los resultados obtenidos en A) referidas a los valores de las relaciones P-AKT/AKT
obtenidos cuando los islotes se trataron sélo con vehiculo (100%).
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4.2.4 Analisis mediante Western blot de la via de sefializacién ,AMP/CREB en islotes
pancreaticos de ratones C57BL/6J, CD1 y humanos

4.2.4.1 Via de sefializacion AMP/CREB en islotes pancreaticos de ratones

La Fig. 6A (izquierda) muestra imagenes representativas de Western blot para
la proteina total del factor de transcripcién CREB (CREB), su forma fosforilada (P-CREB)
y B-actina, en extractos proteicos obtenidos de islotes pancreaticos de ratones sanos y
pre-diabéticos y que, antes de su sacrificio, fueron inyectados, bien con vehiculo (0.1%
etanol en suero salino) o con rimonabant (0.1mg/kg peso), antagonista del receptor
cannabinoide CB1, seguido de una inyeccién de sobrecarga de glucosa. A la derecha
de la Fig. 6A se muestran los valores en tanto por ciento (%) de la relacion P-
CREB/CREB, obtenidos tras analisis densitométrico de las bandas de los Western blot.
Se puede observar como el tratamiento con Rimo incrementa la fosforilacion de CREB
un 33% en los islotes procedentes de los ratones sanos, aunque no de manera
estadisticamente significativa (ANOVA de dos vias). Sin embargo, el tratamiento con
rimonabant de animales alimentados con dieta al 45% grasa no parece tener efecto
alguno sobre los niveles de fosforilacién de CREB. Por otro lado, los niveles de
fosforilacion de CREB en islotes procedentes de animales pre-diabéticos (Veh) parecen
estar ligeramente incrementados con respecto a los islotes tratados con vehiculo de
los animales controles (en torno a un 15%), aunque esta diferencia no es
estadisticamente significativa. En la Fig. 6B (izquierda) se muestran imagenes de
Western blot en extractos proteicos de islotes pancreaticos de ratones CD1 para las
proteinas CREB en su forma total y fosforilada y para B-actina; los islotes fueron
tratados in vitro durante 30min con LH-21 (0.1uM), antagonista del receptor
cannabinoide CB1, o con Veh (DMSO 0.04%). Los experimentos se realizaron en
condiciones de alta (25mM) y media glucosa (5.6mM). A la derecha de la Fig. 6B se
muestran los valores en % de la relacion P-CREB/CREB total, obtenidos tras el analisis
densitométrico de las bandas de los Western blot. Puede comprobarse que el
tratamiento con LH-21 aument6 la fosforilacion de CREB en torno al 20% en
condiciones de alta glucosa, y la disminuyd en torno al 35% a 5.6mM de glucosa. En la
Fig. 6C (izquierda) se muestran imagenes de Western blot para las proteinas del factor
de transcripcién CREB, totales y fosforiladas, y B-actina expresadas en islotes
pancreaticos tratados in vitro durante 30min con Abn-CBD, agonista del receptor
GPR55 (a concentraciones 0.1, 1 y 10uM) o con vehiculo (DMSO 0.007%), procedentes
de ratones C57BL/6). Los experimentos se realizaron en condiciones de alta glucosa
(25mM). A la derecha de los Western-blot, se muestran los valores en % de la relacion
entre las formas fosforiladas y totales de CREB, obtenidos tras el andlisis
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densitométrico de las bandas referidos a los resultados obtenidos con los islotes
controles. Como se puede observar, el tratamiento de los islotes con Abn-CBD,
incrementd la fosforilacion de CREB en un 30%, si bien, este incremento sélo se
observé a la mayor de las concentraciones de Abn-CBD ensayadas (10uM), no
observandose cambios respecto al control a concentraciones inferiores.

4.2.4.2 Via de sefializacion AMP/CREB en islotes pancreaticos humanos

La Fig. 7A muestra imagenes de Western blot para las proteinas CREB total, P-
CREB y B-actina, expresadas en islotes pancreaticos humanos tratados in vitro durante
30min con Abn-CBD (10uM), LH-21 (0.1uM) &6 con vehiculo (DMSO 0.04%). Los
experimentos se realizaron en condiciones de alta glucosa (25mM) y media glucosa
(5.6mM). En la Fig. 7B se muestra la representacion grafica de los cocientes P-
CREB/CREB total, referidos a los valores obtenidos con los islotes incubados con
vehiculo (100%), tras el analisis densitométrico de las bandas de los Western blot.
Como puede observarse, el tratamiento de los islotes humanos, bien con el agonista
del receptor GPR55 Abn-CBD, 6 con LH-21, antagonista del receptor cannabinoide
CB1, no parecen alterar la fosforilacion del factor de transcripcién CREB, tanto a
5.6mM como a 25mM de glucosa.
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Figura 6. Estudio de la fosforilacion del factor de transcripcion CREB en islotes
pancreaticos aislados de ratones tratados con los ligandos cannabinoides rimonabant,
LH-21 y Abn-CBD. A) Determinacién mediante Western blot de las proteinas CREB
fosforilada (P-CREB) y total (CREB) en islotes pancredticos aislados de 2 grupos de ratones
C57BL/6J alimentados con dieta 10% grasa (control) y dieta 45% grasa y tratados con
rimonabant (Rimo) (0.1mg/Kg) 6 con vehiculo (Veh) durante 15min, seguido de una
sobrecarga intraperitoneal de glucosa (Glc) y sacrificio a los 10min; (*) p<0.05 Rimo vs Veh,
test t Student, (N=3). B) Determinacion mediante Western blot de las proteinas P-CREB y
CREB en islotes pancreaticos aislados de ratones CD-1 tratados in vitro durante 30min con
LH-21 (0.1uM) 6 con Veh, a 5.6mM y a 25mM de Glc. C) Determinacidon mediante Western
blot de las proteinas P-CREB y CREB en islotes pancreéticos aislados de ratones C57BL/6J
tratados durante 30min con diferentes concentraciones del agonista del receptor GPR55,
Abn-CBD en alta Glc (25mM). La B-actina se empled como control de carga. A la derecha de
los paneles A), B) y C) se muestran las cuantificaciones densitométricas de los resultados
obtenidos para las relaciones P-CREB/CREB referidos a los valores cuando los islotes son
tratados sdlo con Veh, considerados 100%.
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Figura 7. Estudio de la fosforilacion del factor de transcripcion CREB en islotes
pancredticos humanos, tratados con los ligandos cannabinoides Abn-CBD 6 LH-21. A)
Determinacion mediante Western blot de las proteinas CREB fosforilada (P-CREB) y total
(CREB) en islotes pancredticos humanos tratados durante 30min con Abn-CBD (10uM) 6
LH-21 (0.1uM) en condiciones de alta (25mM) o media glucosa (Glc) (5.6mM). Se empled
como proteina normalizadora de la carga, B-actina. B) Cuantificacién densitométrica de las
relaciones P-CREB/CREB calculadas a partir de los resultados obtenidos en A) referidas a los
valores de las relaciones P-CREB/CREB obtenidos cuando los islotes se trataron sélo con
vehiculo (100%).
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4.2.5 Andlisis mediante Western blot de la via de sefializacion AMPK en islotes
pancreaticos de ratones C57BL/6J, CD1 y humanos

4.2.5.1 Via de sefializacion AMPK en islotes pancreaticos de ratones

La Fig. 8A (izquierda) muestra imagenes representativas de Western blot para
las proteinas AMPK total (AMPK), su forma fosforilada (P-AMPK) y B-actina, en
extractos proteicos obtenidos de islotes pancredticos de ratones sanos y ratones pre-
diabéticos y que, antes de su sacrificio, fueron inyectados, bien con vehiculo (0.1%
etanol en suero salino) o con rimonabant (0.1mg/kg peso), antagonista del receptor
cannabinoide CB1, seguido de una inyeccién de sobrecarga de glucosa. En la Fig. 8A
(derecha) se muestran los valores en tanto por ciento (%) de la relacion P-
AMPK/AMPK total, obtenidos tras el analisis densitométrico de las bandas de los
Western blot. Se puede observar como el tratamiento con rimonabant incrementa la
fosforilacion de AMPK en torno al 70% en los islotes procedentes de ratones
alimentados con dieta 10% grasa, (p<0.05, ANOVA de dos vias). Sin embargo, no se
observa efecto del rimonabant sobre la fosforilacion de AMPK en los islotes de
animales pre-diabéticos. A su vez, se aprecia un ligero incremento (del 20%) en la
fosforilacion de AMPK (no significativo) en los islotes de animales pre-diabéticos
inyectados con vehiculo con respecto a los animales controles también inyectados con
vehiculo. En la Fig. 8B (izquierda) se muestran imagenes de Western blot para la
proteina AMPK, en su forma total y fosforilada, asi como B-actina de islotes
pancreaticos procedentes de ratones CD1, tratados in vitro durante 30min con LH-21
(0.1uM), antagonista del receptor cannabinoide CB1, 6 con vehiculo (DMSO 0.04%).
Los experimentos se realizaron en condiciones de alta (25mM) y media glucosa
(5.6mM). A la derecha se muestran los valores en tanto por ciento (%), respecto del
vehiculo, del cociente entre las formas fosforiladas y total de la mencionada proteina
AMPK, obtenidos tras el analisis densitométrico de las bandas de los Western blot.
Puede comprobarse que el tratamiento con LH-21 disminuyd en aproximadamente un
25% la fosforilacion de AMPK tanto en condiciones de 5.6mM como de 25mM de
glucosa. En la Fig. 8C (izquierda) se muestran imdagenes de Western blot para las
proteinas AMPK, P-AMPK, y B-actina expresadas en islotes pancreaticos procedentes
de ratones C57BL/6J WT, tratados in vitro durante 30min con Abn-CBD), agonista del
receptor GPR55 (a concentraciones 0.1, 1 y 10uM o con vehiculo (DMSO 0.007%). Los
experimentos se realizaron en condiciones de alta glucosa (25mM). A la derecha de
los Western blot se muestran las representaciones graficas referidas a los valores
obtenidos cuando se empled vehiculo (100%), correspondientes a la cuantificacion
por densitometria de las bandas. Como se puede observar, el tratamiento de los

134



Capitulo IV. Resultados

islotes con Abn-CBD, aumentd de manera dosis dependiente la fosforilacion de AMPK,
llegando hasta alrededor de un 35% de incremento respecto del control para la dosis
de 10uM de Abn-CBD.

4.2.5.2 Via de sefializacion AMPK en islotes pancreaticos humanos

La Fig. 9A muestra imdagenes de Western blot para las proteinas AMPK total,
P-AMPK y B-actina, expresadas en islotes pancreaticos humanos, tratados in vitro
durante 30min con Abn-CBD (10uM), LH-21 (0.1uM) o con vehiculo (DMSO 0.04%).
Los experimentos se realizaron en condiciones de alta glucosa (25mM) y media
glucosa (5.6mM). En la Fig. 9B se muestran los valores en % de los cocientes AMPK
fosforilada/AMPK total resultado del anélisis densitométrico de las bandas, referidos a
los islotes control tratados sélo con vehiculo y que consideramos el 100%. Como
puede observarse, el tratamiento de islotes humanos, ya sea con el agonista del
receptor GPR55, Abn-CBD, o con el antagonista del receptor cannabinoide CB1, LH-21,
no parece alterar la fosforilacion de la proteina AMPK, ni a 5.6mM ni a 25mM de
glucosa.

135



Capitulo IV. Resultados

P-AMPK/AMPK

A Dieta 10% grasa Dieta 45% grasa

Rimo Veh Rimo Veh

P-AMPK ‘- S s BB | 62KDa

(respecto al vehiculo
de la dieta al 10% grasa)

% Expresion proteica

AMPK [Bn = 8| 62kDa

_ in Rimo Veh Rimo Veh

B-actina e o ? 45kDa (Dieta 10% grasa) (Dieta 45% grasa)
P-AMPK/AMPK

B LH-21 Veh b

f ) f )

g

25 5.6 25 5.6 Glc(mM)

3

Expresion de proteina (%)
(respecto al vehiculo)

AMPK ” 62kDa 5.6mM glucosa
i P-AMPK/AMPK

P-AMPK - 62kDa

B-actina | |- | 45kDa 100
C Abn-CBD
0.1uM LH-21 Veh

25mM glucosa

10uM 1uM 0.1uM Veh

EGZ"W

B-actina | st s s s | 45KkDa o

g

P-AMPK

g

AMPK

(respecto al vehiculo)

Expresién de proteina (%)

DMN\&

‘ T
104M 1M Veh

Abn-CBD a 25mM glucosa

Figura 8. Estudio de la fosforilacion de la proteina AMPK en islotes pancreaticos aislados
de ratones tratados con los ligandos cannabinoides rimonabant, LH-21 y Abn-CBD. A)
Determinacion mediante Western blot de las proteinas AMPK fosforilada (P-AMPK) y total
(AMPK) en islotes pancreaticos aislados de 2 grupos de ratones C57BL/6J alimentados con
dieta 10% grasa (control) y dieta 45% grasa y tratados con rimonabant (Rimo) (0.1mg/Kg) 6
con vehiculo (Veh) durante 15min, seguido de una sobrecarga intraperitoneal de glucosa
(Glc) y sacrificio a los 10min; (*) p<0.05 Rimo vs. Veh, test t Student, (N=3). B)
Determinacion mediante Western blot de las proteinas P-AMPK y AMPK en islotes
pancreaticos aislados de ratones CD-1 tratados in vitro durante 30min con LH-21 (0.1uM) 6
con Veh, a 5.6mM y a 25mM de Glc. C) Determinacion mediante Western blot de las
proteinas P-AMPK y AMPK en islotes pancreéticos aislados de ratones C57BL/6J tratados
durante 30min con diferentes concentraciones del agonista del receptor GPR55, Abn-CBD
en alta Glc (25mM). La B-actina se empled como control de carga. A la derecha de los
paneles A), B) y C) se muestran las cuantificaciones densitométricas de los resultados
obtenidos para las relaciones P-AMPK/AMPK referidos a los valores cuando los islotes son
tratados sélo con Veh, considerados 100%.
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Figura 9. Estudio de la fosforilacion de la proteina AMPK en islotes pancreaticos
humanos, tratados con los ligandos cannabinoides Abn-CBD 6 LH-21. A) Determinacidn
mediante Western blot de las proteinas AMPK fosforilada (P-AMPK) y total (AMPK) en
islotes pancreaticos humanos tratados durante 30min con Abn-CBD (10uM) 6 LH-21
(0.1uM) en condiciones de alta (25mM) o media glucosa (Glc) (5.6mM). Se empledé como
proteina normalizadora de la carga, B-actina. B) Cuantificacién densitométrica de las
relaciones P-AMPK/AMPK calculadas a partir de los resultados obtenidos en A) referidas a
los valores de las relaciones P-AMPK/AMPK obtenidos cuando los islotes se trataron sélo
con vehiculo (100%).
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4.2.6 Analisis mediante Western blot de la via de sefializacion mTORC1 en islotes
pancreaticos de ratones C57BL/6)

4.2.6.1 Andlisis mediante Western blot de la via de sefalizacion mTORC1 en islotes
pancreaticos de ratones C57BL/6J inyectados con rimonabant

La Fig. 10A (izquierda) muestra imagenes de Western blot para la proteina
fosforilada p70S6K1 (diana de mTORC1) (P-p70S6K1) y B-actina, en extractos proteicos
de islotes pancreaticos de ratones sanos y ratones pre-diabéticos y que, antes de su
sacrificio, fueron inyectados, bien con vehiculo (0.1% etanol en suero salino) o con
rimonabant (0.1mg/kg peso), antagonista del receptor cannabinoide CB1, seguido de
una sobrecarga intraperitoneal de glucosa. A la derecha se muestra la representacion
grafica del cociente P-p70S6K1/ B-actina, normalizado respecto al grupo vehiculo de la
dieta al 10%, tras el analisis densitométrico de las bandas de los Western blot. Se
puede observar como el tratamiento con rimonabant disminuye la fosforilacidn de
p70S6K1 tanto en los islotes procedentes de ratones sanos como de animales pre-
diabéticos. Asimismo, en los animales pre-diabéticos inyectados con vehiculo se
aprecia un ligero incremento (del 20%) de P-p70S6K1 con respecto a los animales
controles inyectados con el vehiculo.

4.2.6.2 Andlisis mediante Western blot de la via de sefalizacion mTORC1 en islotes
pancreaticos de ratones C57BL/6J tratados in vitro con rimonabant y/o rapamicina

La Fig. 10B (izquierda) muestra imagenes representativas de Western blot
para las proteinas, P-p70S6K, p70S6K1 total (p70S6K1) y PB-actina, en islotes
pancreaticos de ratones C57BL/6J sanos de 10-12 semanas de edad alimentados con
una dieta estandar; los islotes fueron tratados in vitro durante 15min, bien con
vehiculo (etanol 0.01% en salino), rimonabant (Rimo) (0.1uM), rapamicina (Rapa)
(3nM; inhibidor del complejo mTORC1) o la combinacién Rimo+ Rapa. A la derecha de
la Fig. 10B se muestran las cuantificaciones relativas en tanto por ciento (%) de la
relacién P-p70S6K/p70S6K total/B-actina, obtenidas tras el analisis densitométrico de
las bandas de los Western blot. Se puede observar cdmo cuando los islotes se trataron
s6lo con rimonabant, la fosforilacion de p70S6K1 se incrementd notablemente (en
torno al 130%) respecto a los controles. Sin embargo, este incremento deja de
observarse cuando los islotes se preincubaron con rapamicina antes de la adicion del
rimonabant, sugiriendo que el efecto de éste es dependiente de que la via mTORC1
sea funcional.
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Figura 10. Estudio de la fosforilacion de la proteina p70S6K (diana de mTORC1) en islotes
pancreaticos de ratones C57BL/6J tratados in vivo con Rimonabant (Rimo) 6 in vitro con
Rimo 6 Rimo+ Rapamicina (Rapa). A) Determinacién mediante Western blot de la proteina
fosforilada (P-p70S6K) en islotes pancreaticos aislados de 2 grupos de ratones C57BL/6)
alimentados con dieta 10% grasa (control) y dieta 45% grasa y tratados con Rimo
(0.1mg/Kg) 6 con vehiculo (Veh) durante 15min, seguido de una sobrecarga intraperitoneal
de glucosa (Glc) y sacrificio a los 10min. A la derecha del panel se muestran los valores en %
de la relacién P-p70S6K/B-actina obtenidos tras el analisis densitométrico de las bandas de
los Western Blot, referidos a la relacion P-p70S6K/B-actina en islotes de animales
alimentados con dieta 10% grasa y tratados sélo con vehiculo. B) Determinacion mediante
Western blot de las proteinas P-p70S6K y p706SK total en islotes pancreaticos aislados de
ratones tratados durante 15 minutos con vehiculo (etanol 0.01% en salino), Rimo (0.1uM),
Rapa (3nM) o ambas drogas. A la derecha del panel se muestran los valores en % de la
relacion P-p70S6K/p70S6K/B-actina calculados mediante el analisis densitométrico de las
bandas de los Western blot, respecto a los obtenidos con islotes control tratados sélo con
vehiculo. La B-actina se empled como control de carga en ambos experimentos.
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4.3 MODULACION DE LA SENAL DE CALCIO INTRACELULAR ([Ca*'];) DEPENDIENTE DE
GLUCOSA POR LOS RECEPTORES CB1 Y GPR55

4.3.1 Efectos de LH-21 sobre la [Ca®']; en islotes pancreaticos de ratones C57BL/6J y
GPR557

La Fig. 11A muestra un registro representativo del calcio intracelular
movilizado (véase apartado 3.9 de materiales y métodos), en células B de islotes
pancredticos aislados de ratones C57BL/GJ, tras ser tratados con diferentes
concentraciones del antagonista cannabinoide LH-21. Puede observarse cémo, las tres
dosis de LH-21 ensayadas (0.1, 1 y 10puM) incrementaron la [Ca*']; en los islotes
estimulados con 20mM de glucosa. Por otro lado, en la Fig. 11B se muestran los
efectos causados por LH-21 sobre la [Ca®']; en islotes obtenidos de ratones C57BL/6)
homocigotos nulos para el receptor cannabinoide GPR55 (GPR557). Como puede
observarse, en estos ultimos islotes, LH-21 causa un efecto estimulador del calcio
intracelular similar al encontrado en islotes de ratones C57BL/6J. Como controles
positivos de la capacidad de respuesta de los islotes se usaron tolbutamida y ATP que,
como se observa en las Fig. 11A y 11B, incrementaron notablemente los niveles de
[Ca¥].. La sonda fluorescente para la monitorizacién del [Ca**]; fue Fura-2.

4.3.2 Efectos de Abn-CBD sobre la [Ca®"]; en islotes pancreaticos de ratones C57BL/6)
y GPR55”"

La Fig. 12 muestra registros representativos de la movilizacion de calcio
intracelular en respuesta al agonista del receptor GPR55, Abn-CBD, a 1 y a 10uM en
células B de islotes de ratones C57BL/6J (A), y en islotes de ratones GPR55” (B). Puede
observarse que la [Ca®"]; aumenté de manera notable en respuesta a 10uM de Abn-
CBD en los islotes de ratones C57BL/6J (GPR55+/+ 6 WT), pero no en los de ratones
GPR55'/', sugiriendo que el efecto de Abn-CBD es mediado, especificamente, a través
del receptor GPR55. Sin embargo, a concentraciones menores (1uM), Abn-CBD apenas
moviliza calcio intracelular, observandose efectos similares en los islotes procedentes
de ratones WT y en los de ratones GPR557". Como control positivo se empled carbacol
(Cch), que incrementd notablemente los niveles de Ca®" intracelular en los islotes de
ambos tipos de ratones (WTy GPR55'/'). Los tratamientos con Abn-CBD tuvieron una
duracién de 4min.
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Figura 11. Efecto de LH-21 (0.1, 1 y 10uM) sobre la concentracién del Ca>* intracelular en
las células B de los islotes pancreaticos de ratones. A) Efecto en los islotes de ratones
C57BL/6J, B) Efecto en los islotes de ratones C57BL/6) GPR55”". EI Ca®" intracelular fue
monitorizado con la sonda fluorescente Fura-2. 2G= 2mM de glucosa; 20G= 20mM de
glucosa; Tolbu= tolbutamida; LH-21 (antagonista del receptor cannabinoide CB1). N=15-20
islotes pancredticos de cada genotipo. A la derecha de cada grafica se muestra su
correspondiente area bajo la curva (AUC) de ambos grupos de animales. (*) p<0.05, (**)
p<0.01, (***) p<0.001, ANOVA de una via, post-test de Tukey de comparaciones multiples.
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Figura 12. Efecto de Abn-CBD (1 y 10uM) sobre la concentracion del Ca”* intracelular en
las células B de los islotes pancreaticos de ratones. A) Efecto en los islotes de ratones
C57BL/6J, B) Efecto en los islotes de ratones C57BL/6J GPR55”". EI Ca®" intracelular fue
monitorizado con la sonda fluorescente Fura-2. 2G= 2mM de glucosa; 20G= 20mM de
glucosa; Cch= carbacol; Abn-CBD (agonista del receptor GPR55). N=15-20 islotes
pancredticos. A la derecha de cada grafica se muestra su correspondiente drea bajo la
curva (AUC) de ambos grupos de animales. (*) p<0.05, (**) p<0.01, (***) p<0.001, ANOVA
de una via, post-test de Tukey de comparaciones multiples.
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4.3.3 Efectos de LH-21 sobre la [Ca”*]; en islotes pancreaticos humanos

En la Fig. 13, se muestra un registro representativo de la monitorizacién de
Ca®* intracelular en células B de islotes pancreaticos humanos expuestos a condiciones
de baja glucosa (2mM), y alta glucosa (20mM) tratados, con LH-21 a diferentes
concentraciones (0.1, 1 y 10uM). Como controles positivos se emplearon carbacol y
ATP, también a 20mM de glucosa. Como puede observarse, la [Ca®"]; se incrementa en
respuesta a glucosa (20mM) y también tras la adicion de LH-21 a 0.1uM y 1uM. Sin
embargo, la dosis mas alta ensayada de LH-21 (10 uM) no produce efecto aparente.
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Figura 13. Efecto de LH-21 (0.1, 1 y 10uM) sobre la concentracién del Ca>* intracelular
en las células B de islotes pancreaticos humanos. El Ca”* intracelular fue monitorizado
con la sonda fluorescente Fura-2. 2G= 2mM de glucosa; 20G= 20mM de glucosa; Cch=
carbacol; LH-21 (antagonista del receptor cannabinoide CB1). N=15 islotes humanos. En
la parte inferior de la figura se muestra su correspondiente area bajo la curva (AUC). (*)
p<0.05, (***) p<0.001, ANOVA de una via, post-test de Tukey de comparaciones
multiples.
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4.4 MODULACION POR LOS RECEPTORES CB1 Y GPR55 DE LA SECRECION DE
INSULINA ESTIMULADA POR GLUCOSA EN ISLOTES PANCREATICOS DE RATONES Y
HUMANOS

4.4.1 Experimentos de secrecion estatica de insulina

Durante la realizacion de la presente tesis doctoral se han realizado
experimentos de secrecién de insulina, tanto estaticos en cultivo, como dindmicos en
sistemas de perifusién, empleando islotes pancreaticos aislados de ratéon y de
humanos, sometidos a diferentes tratamientos farmacoldgicos.

4.4.1.1 Secrecion estatica de insulina estimulada por glucosa tras el tratamiento
farmacolégico de islotes de ratones C57BL/6J sanos y pre-diabéticos con rimonabant,
rapamicina o ambos

La Fig. 14 muestra los resultados de los experimentos de secrecion estatica de
insulina (véase apartado 3.10 de materiales y métodos) realizados en islotes de
ratones sanos (Fig. 14A) 6 ratones pre-diabéticos (Fig. 14B) y sometidos a diferentes
tratamientos farmacoldgicos. En concreto, los islotes procedentes de animales
alimentados con dietas 10% y 45% en grasa, se sometieron a los 5 tratamientos
experimentales siguientes durante 1h: vehiculo en un medio con baja glucosa (3mM);
vehiculo en un medio con alta glucosa (11mM); rimonabant (0.1uM); rapamicina
(3nM), y rapamicina (3nM) + rimonabant (0.1uM). Los tres ultimos tratamientos se
llevaron a cabo en medios con alta glucosa.

Como puede observarse en la Fig. 14A, el rimonabant disminuye la secrecion de
insulina estimulada por glucosa, en islotes procedentes de ratones C57BL/6J que han
sido alimentados con dieta 10% en grasa. Este efecto, es prevenido cuando se incuba
también con el inhibidor de mTORC1 rapamicina. Por el contrario, como se muestra
en la Fig. 14B en islotes de ratones pre-diabéticos, el efecto causado por el
rimonabant sobre la secrecién de insulina (similar en tendencia al causado en islotes
de animales sanos, aunque sin significacion estadistica), no desaparece en presencia
de rapamicina. Este hecho sugiere que la conexién observada entre la sefializacion
mediada por CB1 y la ruta de mTORC1 mostrada en islotes de ratones sanos
desaparece en animales pre-diabéticos. Ademas, los islotes de estos animales, como
era esperable, muestran una menor capacidad de respuesta a los cambios en los
niveles de glucosa del medio.
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Figura 14. Secrecion estatica de insulina estimulada por glucosa en islotes de ratones sanos
y pre-diabéticos. (A) GSIS medida en islotes de ratones C57BL/6J alimentados con una dieta
al 10% en grasa y tratados in vitro con vehiculo (Veh), Rimonabant (Rimo), Rapamicina (Rapa)
6 Rapa+Rimo, (B), GSIS medida en islotes de ratones C57BL/6J alimentados con una dieta al
45% en grasa y tratados in vitro con Veh, Rimo, Rapa é Rapa+Rimo; concentracién de Rimo =
0.1uM. Concentracion de Rapa = 3nM. Glc= glucosa. Como vehiculo se empled etanol al 0.1%.
(*) p<0.05, (**) p<0.01, ANOVA de una via, post-test Dunnett; 5 islotes en cada pocillo; N=6
pocillos por cada grupo experimental. Cuantificacion de insulina mediante ELISA.
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4.4.1.2 Secrecidn estdtica de insulina estimulada por glucosa tras el tratamiento
farmacolégico de islotes de ratones C57BL/6J y GPR557 con LH-21

Se ha estudiado el efecto del antagonista de CB1, LH-21, sobre la secrecion
estatica de insulina estimulada por glucosa en islotes pancredticos de ratones
controles (C57BL/6J) y ratones GPR55”". La Fig. 15A muestra cémo LH-21 no modifica
la secrecion de insulina estimulada por glucosa en los islotes C57BL/6J (GPR55+/+),
aunque si produce una disminucion significativa de la secrecidon de esta hormona en
islotes de ratones C57BL/6J homocigotos nulos para GPR55 (GPR557) a las
concentraciones de 0.1y 1uM (Fig. 15B).

4.4.1.3 Secrecion estatica de insulina estimulada por glucosa tras el tratamiento
farmacolégico de islotes de ratones C57BL/6J y GPR55”" con Abn-CBD

Experimentos de secrecidn estdtica de insulina, similares a los comentados
anteriormente, se llevaron a cabo tratando los islotes con el agonista del receptor
GPR55, Abn-CBD. La Fig. 16A muestra que, al igual que LH-21, Abn-CBD no parece
tener efectos que resulten significativos sobre la secrecidn estdtica de insulina en
islotes aislados de ratones C57BL/6J. Tampoco se observan efectos significativos de
este farmaco, sobre la liberacién de insulina en islotes aislados de ratones GPR557
(Fig. 16B).

4.4.1.4 Secrecidn estdtica de insulina estimulada por glucosa tras el tratamiento
farmacoldgico de islotes de ratones ICR e islotes humanos con los ligandos
cannabinoides LH-21 y Abn-CBD

En la Fig. 17, se muestra la produccidn de insulina estimulada por glucosa de
islotes pancreaticos aislados de ratones ICR (A) 6 de islotes humanos (B), tratados
durante 1h con LH-21 6 con Abn-CBD. Las concentraciones ensayadas de cada uno de
estos ligandos cannabinoides fueron 0.1, 1 6 10uM. Como puede comprobarse, LH-21
disminuye la secrecidon de insulina tanto en islotes de ratones ICR como en islotes
humanos. Asimismo, Abn-CBD disminuye la secrecién de insulina en islotes humanos,
mientras que no tiene efecto en islotes de ratones ICR, observandose tan solo una
tendencia de la insulina a disminuir con dosis de 1uM de Abn-CBD.
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Figura 15. Secrecion estatica de insulina estimulada por glucosa en islotes de ratones
C57BL/6J y C57BL/6) GPR55” tratados in vitro con LH-21. A) GSIS medida en islotes de
ratones C57BL/6)J tratados durante 1 hora con LH-21 a 0.1, 1 y 10uM. B) GSIS medida en
islotes de ratones C57BL/6J GPR55”" tratados durante 1 hora con LH-21 a 0.1, 1y 10uM.
Veh= vehiculo; Glc=glucosa. Como Veh se empled DMSO al 0.04% en medio de secrecién.
(*) p<0.05, (***) p<0.001 vs. Veh 2mM Glc, (#) p<0.05, (##) p<0.01 vs. Veh 20mM Glc,
ANOVA de una via, post-test Dunnett; 5 islotes en cada pocillo; N=6 pocillos por cada grupo
experimental; 3 experimentos independientes. Cuantificacidn de insulina mediante RIA.
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Figura 16. Secrecion estatica de insulina estimulada por glucosa en islotes de ratones
C57BL/6) y C57BL/6) GPR55”" tratados in vitro con Abn-CBD. A) GSIS medida en islotes
de ratones C57BL/6J tratados durante 1 hora con Abn-CBD a 0.1, 1 y 10uM. B) GSIS
medida en islotes de ratones C57BL/6)J GPR55” tratados durante 1 hora con Abn-CBD a
0.1, 1 y 10uM. Veh= vehiculo; Glc=glucosa. Como Veh se empleé DMSO al 0.04%. (*)
p<0.05, (**) p<0.01 vs. Veh 2mM Glc, ANOVA de una via, post-test Dunnett; 5 islotes en
cada pocillo; N=6 pocillos por cada grupo experimental; 2 experimentos independientes.
Cuantificacidn de insulina mediante RIA.
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A  Secrecion de insulina estimulada por glucosa (GSIS) en islotes de ratones ICR
tratados con LH-21 6 Abn-CBD
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Figura 17. Secrecion estatica de insulina estimulada por glucosa en islotes de ratones ICR
e islotes humanos tratados in vitro con diferentes concentraciones de LH-21 o Abn-CBD.
A) Efecto sobre los islotes de ratones ICR, B) Efecto sobre los islotes humanos. Veh=
vehiculo; Glc=glucosa; LH-21 (antagonista del receptor cannabinoide CB1); Abn-CBD
(agonista del receptor GPR55). Como Veh se empled DMSO al 0.04% en medio de
secrecion. (*) p<0.05 vs. Veh 2mM Glc, (#) p<0.05, (#i#) p<0.001 vs. Veh 20mM Glc,
ANOVA de una via, post-test Dunnett; 5 islotes en cada pocillo; N=6 pocillos por cada grupo
experimental; 3 experimentos independientes. Cuantificacién de insulina mediante RIA.
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4.4.2 Experimentos de secrecion dinamica de insulina

4.4.2.1 Secrecion dindmica de insulina estimulada por glucosa en islotes
pancreaticos aislados de ratones C57BL/6J y GPR557 tratados con LH-21

En la Fig. 18 se muestran graficos representativos de medidas de secrecidn
dindmica de insulina, llevados a cabo mediante perifusién en un sistema multicanal,
de islotes pancreaticos aislados de ratones C57BL/6J WT y GPR557, que fueron
tratados, bien sélo con vehiculo o con concentraciones de LH-21 de 1nM, 0.1uM, 1uM
6 10puM. Las concentraciones de insulina se expresan en pg islote™ min™, y fueron
medidas mediante RIA (vease el apartado 3.13 de materiales y métodos). Durante los
primeros 10min de perifusidn se empled un medio con una concentracién baja en
glucosa (2mM) y en los 60min restantes la concentracién de glucosa fue alta (20mM).
En todos los casos LH-21 se afiadid a los 30min de iniciar la perifusiéon y se mantuvo
hasta el minuto 50 (la duracion de los tratamientos esta representada por barras
horizontales).

En la Fig. 18A se observa como la cinética de secrecién de insulina de islotes de
ratones C57BL/6J WT es muy parecida a la de los islotes de ratones GPR55”". La
presencia de LH-21 aumentd la liberacién de insulina, pero mostré un
comportamiento diferencial en los dos tipos de islotes (los procedentes de animales
C57BL/6J WT y GPR557 en funcién a su concentracion). Asi, y como puede observarse
en las Fig. 18B y 18C, a las concentraciones mds bajas de LH-21 ensayadas, 1nM y
0.1uM, este farmaco incrementé la secrecion de insulina significativamente sélo en los
islotes procedentes de ratones C57BL/6J WT y no en los procedentes de animales
GPR557". A concentraciones mas elevadas de LH-21 (Fig. 18D y 18E), 1uM y 10uM, en
cambio, el comportamiento es totalmente opuesto, incrementandose el nivel de
insulina sélo en los islotes de animales GPR557 y no en el de los WT. Estos resultados
sugieren que LH-21 a bajas concentraciones actia a través de un mecanismo
dependiente del receptor GPR55, mientras que a concentraciones mas altas lo haria a
través de un mecanismo independiente del mismo.
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Figura 18. Secrecion dinamica de insulina de islotes pancreaticos procedentes de ratones
C57BL/6) y C57BL/6) GPR55”" tratados con LH-21. A) Respuesta de los islotes de ratones
de ambos genotipos a la estimulacién con 20mM de glucosa; (B) 20mM de glucosa + LH-21
1nM (C); 20mM glucosa + LH-21 0.1uM; (D) 20mM glucosa + LH-21 1uM y (E), 20mM
glucosa + LH-21 10uM. Se usé un sistema de perifusion multicanal. El farmaco se afiadié al
medio de perifusidon a los 30min y se retiré a los 50min, como indican las flechas
horizontales. Glc=glucosa. Como vehiculo se empleé DMSO 0.04%. (#) p<0.05; (##) p<0.01;
(###) p<0.001 vs. 2mM Glc; (**) p<0.01; (***) p<0.001 C57BL/6J vs. C57BL6/) GPRSS'/',
ANOVA de medidas repetidas; 40 islotes por cada cdmara de perifusion; N=4 cdmaras por
cada condicion experimental. 3 experimentos diferentes. Cuantificacion de insulina
mediante RIA.
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4.4.2.2 Secrecion dindmica de insulina estimulada por glucosa en islotes
pancreaticos aislados de ratones C57BL/6J y GPR55 7 tratados con Abn-CBD

Se llevaron a cabo también estudios de secrecion dindmica de insulina (véase
apartado 3.12 de materiales y métodos) en ratones C57BL/6J WT y GPR55”" afiadiendo
al medio de perifusién Abn-CBD a diferentes concentraciones, desde el minuto 30 al
50 de la perifusion. En la Fig. 19 se muestran gréaficas representativas de estos
experimentos. La Fig. 19A muestra la secrecion dinamica de insulina en presencia de
Abn-CBD (1pM) en islotes de ratones C57BL/6J WT y KO (GPR55'/') de GPR55. Se
observa un incremento de la secrecion de insulina en respuesta a Abn-CBD tanto en
los islotes procedentes de los animales WT como en los GPR557". Al no ser funcional el
receptor GPR55 en estos ratones, estos incrementos deberian estar relacionados con
la interaccion de Abn-CBD con un receptor diferente. Por otra parte,
sorprendentemente, cuando se emplea Abn-CBD a 10uM (Fig. 19B), se observan
incrementos mayores de insulina en los islotes procedentes de los animales C57BL/6)J
KO. Como resumen, estos resultados sugieren que Abn-CBD podria mediar sus efectos
sobre la secrecidén de insulina de manera dependiente o independiente del receptor
GPR55, en funcidn de su concentracion.

4.4.2.3 Secrecion dinamica de insulina estimulada por glucosa en islotes humanos
tratados con LH-21 y Abn-CBD

En la Fig. 20 se muestran gréficas representativas de medidas de secrecidn
dindmica de insulina llevadas a cabo con un sistema de perifusion multicanal,
empleando islotes pancreaticos humanos que fueron tratados, bien sélo con el
ligando cannabinoide LH-21 (A) 6 Abn-CBD (B). En todos los experimentos se
representa la insulina secretada en pg islote® min™. En los primeros 10min de
perifusion se empled un medio con una concentracion de glucosa de 2mM (baja
glucosa); a partir de ese momento, la concentracién de glucosa del medio se
incrementé a 20mM (alta glucosa), manteniéndose asi hasta el final de la perifusién.
En la Fig. 20A puede observarse que la adicién al medio de perifusién de dosis
crecientes de LH-21 (0.1 y 1 puM) incrementa en un modo dosis-dependiente la
magnitud de la secreciéon de insulina durante el tiempo en que el estimulo se
mantiene. Por otro lado, y de un modo similar, la Fig. 20B muestra cémo la adicién al
medio de perifusién de dosis crecientes de Abn-CBD (0.1, 1 y 10 uM) aumenta
igualmente la magnitud de la secrecién de insulina de manera dosis-dependiente. Por
consiguiente, tanto LH-21 como Abn-CBD aumentan la secrecion de insulina, medida
en experimentos de secrecion dindmica, en islotes humanos.
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Figura 19. Secrecion dinamica de insulina de islotes pancreaticos procedentes de

ratones C57BL/6J y C57BL/6) GPR557 tratados con Abn-CBD. Islotes pancredticos de

ambos genotipos tratados con Abn-CBD a 1uM (A) y 10uM (B). El farmaco se afiadié al
medio de perifusién a los 30min y se retiré a los 50min, como indican las flechas
horizontales. Glc=glucosa. Como vehiculo se empleé DMSO 0.06%. (#) p<0.05, (###)

p<0.001 vs. 2mM Glc; (***) p<0.001 C57BL/6J vs. C57BL6/) GPR55”, ANOVA de medidas

repetidas; 40 islotes por cada camara de perifusion; N=4 camaras por cada condicion
experimental. 3 experimentos diferentes. Cuantificacién de insulina mediante RIA.
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Figura 20. Secrecién dinamica de insulina de islotes pancreaticos humanos tratados con
LH-21 y Abn-CBD. A) Experimentos dosis-respuesta con LH-21 a concentraciones 0.1y 1uM,
B) Experimentos dosis-respuesta con Abn-CBD a concentraciones 0.1, 1 y 10uM. Los
estimulos fueron afiadidos al medio de perifusién desde los minutos 30 al 50, como indican
las flechas horizontales. Glc=glucosa. Como vehiculo se empled DMSO 0.04%. (##) p<0.01;
(###) p<0.001 vs. 2mM Glc; (***) p<0.001; (****) p<0.0001 vs. 20mM Glc; ANOVA de
medidas repetidas; se emplearon 50 islotes por cada camara de perifusion; N=4 cadmaras
por cada condicidon experimental. 4 experimentos diferentes. Cuantificacion de insulina
mediante RIA.
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4.5 MODULACION POR CB1 DE LA PRODUCCION DE ESPECIES REACTIVAS DE
OXIGENO (ROS) EN ISLOTES PANCREATICOS AISLADOS DE RATAS WISTAR Y RATONES
C57BL/6)

4.5.1 Produccion de ROS en islotes pancreaticos aislados de ratas Wistar tratados in
vitro a baja y alta glucosa

Como se ha indicado en el apartado de materiales y métodos (3.14) la
produccion in vitro de especies reactivas de oxigeno, ROS, puede ser evaluada
mediante analisis densitométrico de las imagenes de microscopia confocal producida
por los islotes pancreaticos cuando éstos son tratados con la sonda hidroetidina. En la
Fig. 21A se muestran imdagenes representativas obtenidas con microscopia confocal de
las sefiales fluorescentes producidas por la produccidon de ROS por islotes de ratas
Wistar en respuesta a baja glucosa (3.3mM Glc) y alta glucosa (16.7mM Glc). En la Fig.
21B se representa graficamente la cuantificacion densitométrica de dichas imagenes.
Puede concluirse de este andlisis que la produccidon de ROS en islotes pancreaticos
aislados de ratas Wistar es significativamente mayor (aproximadamente un 40%) en
condiciones de baja glucosa (3.3mM) que en alta glucosa (16.7mM).

4.5.2 Produccion de ROS en islotes pancreaticos de ratas Wistar tratados in vitro con
los ligandos cannabinoides ACEA y Rimonabant

En la Fig. 22A se muestran los resultados obtenidos cuando se lleva a cabo un
analisis de la produccién de ROS en islotes pancredticos de ratas Wistar que han sido
tratados in vitro durante 1h con el agonista del receptor cannabinoide CB1, ACEA
(0.1uM), o con vehiculo (DMSO 0.1%) a baja (3.3mM) y alta glucosa (16.7mM). Dicho
analisis pone de manifiesto que ACEA disminuye significativamente ROS, en torno a un
40%, respecto a los controles, en condiciones de baja glucosa (3.3mM), mientras que
no ejerce ningun efecto cuando la concentracion de glucosa se incrementa a 16.7mM.

Con objeto de estudiar si el efecto de disminucion de ROS observado con el
tratamiento con ACEA a 3.3mM glucosa estaba mediado por los receptores CB1, se
realizd un experimento en el que los islotes primero se pre-incubaron (3h) con Rimo
(antagonista de CB1) y a continuacién se estimularon con ACEA durante 1h mas,
manteniendo el bloqueo de CB1 con rimonabant. El resultado de este experimento se
recoge en la Fig. 22B, donde se muestra como el bloqueo de CB1 impide la
disminucién de ROS inducido por ACEA, lo cual sugiere que el efecto de ACEA estd
mediado por CB1. La concentracion de Rimo y de ACEA en este experimento fue de
0.1uM.
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Por otro lado, el efecto causado por rimonabant (0.1uM) sobre la produccion de ROS
fue también analizado en islotes pancredticos obtenidos de ratas Wistar en situacidn
de baja (3.3mM) vy alta (16.7mM) glucosa. Tal y como se observa en la Fig. 22C,
rimonabant no ejerce efecto alguno sobre la produccién de ROS ni a baja ni a alta
glucosa. El rimonabant ha sido utilizado a esta dosis ya que en otros experimentos
hemos comprobado que es una dosis activa. De hecho, como se observa en la Fig.
22B, esta dosis es capaz de prevenir el efecto de ACEA sobre ROS.

A

3.3mM Glc Islotes de ratas Wistar

16.7mM Glc

150+

1004

50

Intensidad de
fluorescencia (U.A.)

3.3mM Glc 16.7mM Glc

Figura 21. Efecto del metabolismo de la glucosa sobre la produccién de ROS en islotes
pancreaticos de ratas Wistar. A) Imagenes representativas de microscopia confocal de la
fluorescencia emitida por la reaccién de las ROS producidas por islotes pancreaticos de
ratas Wistar con la sonda fluorescente hidroetidina, en respuesta al tratamiento de los
mismos con glucosa 3.3mM y 16.7mM, respectivamente. (B) Cuantificacion densitométrica
de las sefiales fluorescentes producidas corregidas en funcién al area de los islotes
(Morgan et al., 2007). Los datos se han referido a la condicidon 3.3mM de glucosa, que
tomamos como 100%. Glc= glucosa. (*) p<0.05; N=6-7 islotes por condicidn; Test t-Student;
3 experimentos independientes.
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Figura 22. Produccion de ROS en islotes pancreaticos de ratas Wistar en respuesta a
agonistas y antagonistas de CB1. (A) Efecto de la ACEA (0.1uM), agonista selectivo del
receptor CB1, sobre la produccion de ROS en islotes pancreaticos de ratas Wistar a 3.3mM y
16.7mM Glc, B) Efecto del pre-tratamiento con rimonabant (0.1uM, 3h) sobre la produccién
de ROS inducida por ACEA (0.1uM, 1h) a 3.3mM de glucosa en islotes pancreaticos de ratas
Wistar, C) Efecto de rimonabant (0.1uM), antagonista del receptor CB1, sobre la produccion
de ROS en islotes pancredticos de ratas Wistar a 3.3mM y 16.7mM Glc. Todos los datos
presentados hacen referencia a la cuantificacion densitométrica de las imagenes de
fluorescencia obtenidas en respuesta a ROS producidas por la situacion Veh a 3.3mM de
glucosa, que se toma como 100%. Veh= vehiculo (DMSO 0.1%); Glc= glucosa. (*) p<0.05 vs.
Veh, test t-Student; n=5-7 islotes por grupo experimental; 3 experimentos independientes en
cada panel; 2 ratas en cada experimento.
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4.5.3 Produccion de ROS en islotes pancreaticos de ratones C57BL/6) a baja y alta
glucosa

La produccién in vitro de ROS fue analizada, también, en islotes pancredticos
aislados de ratones C57BL/6J en condiciones de baja (3.3mM) y alta (16.7mM) glucosa.
Los islotes se mantuvieron durante 1h en cada una de esas condiciones vy
posteriormente se midio el nivel de ROS empleando el mismo procedimiento indicado
anteriormente para islotes de ratas Wistar. En la Fig. 23A se muestran imagenes
representativas obtenidas con microscopia confocal de las sefiales fluorescentes
producidas por los islotes en respuesta a la produccion ROS tras estimulacion con baja
y alta glucosa. La Fig. 23B muestra la cuantificacién densitométrica de dichas senales.
Puede concluirse de este analisis densitométrico que la produccidon de ROS en islotes
pancredticos aislados de ratones C57BL/6J es significativamente mayor
(aproximadamente un 75%) en condiciones de baja glucosa (3.3mM) que en alta
glucosa (16.7mM), de un modo similar a como vimos en islotes pancreaticos de rata.

4.5.4 Produccién de ROS en islotes pancreaticos de ratones C57BL/6) tratados in vitro
con los ligandos cannabinoides ACEA y rimonabant

Dados los resultados obtenidos en rata, quisimos validarlos en ratdén, para
posteriormente comprobar la produccion de ROS en islotes de ratones controles y pre-
diabéticos. La Fig. 24A muestra la produccién de ROS en islotes de ratones C57BL/6)
en condicion de baja glucosa (aquella a la que encontramos efectos en rata) y a
distintas dosis del agonista especifico de CB1, ACEA (0.001uM, 0.01uM y 0.1uM). La
cuantificacion de la fluorescencia emitida muestra cdmo este farmaco, en el rango de
concentraciones desde 0.01-0.1uM, y a 3.3mM de glucosa, produce una disminucion
de la produccién de ROS respecto al vehiculo (DMSO 0.2%). Estos resultados son
similares a los comentados empleando islotes pancredticos de ratas Wistar (Fig. 22A).

Al igual que en el caso de los islotes de ratas Wistar, con objeto de estudiar si la
disminucion en la produccion de ROS inducida por ACEA en los islotes de ratén esta
mediada por CB1, se realizd un experimento de pre-incubacién con el antagonista de
CB1, rimonabant, asi como una posterior incubacién simultdnea con ACEA vy
rimonabant durante 1h. La Fig. 24B muestra como el bloqueo de CB1 previene la
disminucién de ROS mediada por ACEA. Las concentraciones de ACEA y Rimo
empleadas fueron 0.01uM y 0.1uM, respectivamente.

Asimismo, quisimos ver si rimonabant tenia un efecto per se sobre la produccién de
ROS en condiciones de baja glucosa. Para ello se realizaron experimentos similares a
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los descritos con anterioridad pero tratando los islotes con diferentes dosis de
rimonabant (0.001uM, 0.01uM y 0.1uM). Como muestra la Fig. 24C, el bloqueo in
vitro del receptor cannabinoide CB1 con rimonabant incrementé la produccién de
ROS en islotes pancredticos aislados de ratones C57BL/6J, a 0.01uM y 0.1uM. En
conjunto, estos resultados muestran que a baja glucosa la estimulacion de CB1
disminuye la produccién de ROS mientras que el bloqueo de CB1 la incrementa.
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Figura 23. Efecto del metabolismo de la glucosa sobre la produccion de ROS en islotes
pancreaticos de ratones C57BL/6J. A) Imagenes representativas de microscopia confocal de
la fluorescencia emitida por la reaccion de ROS producidas por islotes pancredticos de
ratones C57BL/6J con la sonda fluorescente hidroetidina, en respuesta al tratamiento de los
mismos con glucosa a 3.3mM y 16.7mM, respectivamente. B) Cuantificacion densitométrica
de las sefales fluorescentes producidas corregidas en funcién del area de los islotes (Morgan
et al., 2007). Los datos se han referido a la condicién 3.3mM de glucosa, que tomamos como
100%. Glc= glucosa. (***) p<0.001, test t-Student; N=10-14 islotes; 3 experimentos
independientes; 2 ratones en cada experimento.
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Figura 24. Produccién de ROS en islotes pancreaticos de ratones C57BL/6J en respuesta a
agonistas y antagonistas de CB1. A) Efecto de diferentes dosis de ACEA (0.001, 0.01 y
0.1uM), agonista selectivo del receptor CB1, sobre la produccién de ROS en islotes
pancreaticos de ratones C57BL/6J a 3.3mM Glc, B) Efecto del pre-tratamiento con
rimonabant (0.1uM, 15min) sobre la produccién de ROS inducida por ACEA (0.01uM) a
3.3mM de glucosa en islotes pancredticos de ratones C57BL/6J, C) Efecto de diferentes
dosis de rimonabant (0.001, 0.01 y 0.1uM), antagonista del receptor CB1, sobre la
produccion de ROS en islotes pancreaticos de ratones C57BL/6J a 3.3mM Glc. Todos los
datos presentados hacen referencia a la cuantificacién densitométrica de las imagenes de
fluorescencia obtenidas en respuesta a ROS producidas por la situacion Veh a 3.3mM de
glucosa, que se toma como 100%. Veh= vehiculo (para la ACEA, DMSO 0.2%; para RIMO,
etanol al 0.1%); Glc= glucosa, RIMO= rimonabant; (*) p<0.05, (**) p<0.01, (***) p<0.001,
ANOVA de una via, post-test Dunnett; N=10-20 islotes; 3 experimentos independientes
para cada panel; 2 ratones en cada experimento.
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4.5.5 Produccion de ROS en islotes pancreaticos de ratones C57BL/6J pre-diabéticos y
tratados in vitro con rimonabant

Como se ha comentado anteriormente, la produccién de ROS fue medida
también en islotes pancredticos de ratones sanos y pre-diabéticos. Dado que el
bloqueo de CB1 ha sido ampliamente descrito como beneficioso en las condiciones de
obesidad y diabetes, quisimos valorar asimismo su efecto sobre la produccién de ROS.
Como se observa en la Fig. 25, la produccién de ROS en animales pre-diabéticos es en
torno a un 40% menor que la de los ratones que se alimentaron con dieta control
(10% grasa). Asimismo, el tratamiento con rimonabant (0.1uM) en condiciones de baja
glucosa (3.3mM) incrementd significativamente la produccion de ROS en los islotes
pancreaticos de ratones sanos. Sin embargo, este incremento de ROS inducido por
rimonabant no se observa en los islotes de animales pre-diabéticos, que muestran una
produccidn de ROS similar a los tratados con el vehiculo.
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Figura 25. Producciéon de ROS en islotes pancreaticos de ratones C57BL/6J controles
(sanos, dieta 10% grasa) y pre-diabéticos (dieta 45% en grasa) en respuesta a rimonabant.
A) Imagenes representativas de microscopia confocal de la fluorescencia emitida por la
reaccion de ROS producidas por los islotes pancreaticos de ratones sanos y ratones pre-
diabéticos con la sonda fluorescente hidroetidina. B) Cuantificacion densitométrica de las
sefiales fluorescentes producidas por islotes sanos y pre-diabéticos en respuesta a
rimonabant (RIMO) a 0.1uM en presencia de glucosa (Glc) 3.3mM. Los datos presentados
hacen referencia a la cuantificacién densitométrica de las imagenes de fluorescencia
obtenidas en respuesta a ROS producidas por los islotes tras el tratamiento indicado, y se
muestran referidos a las sefales de fluorescencia producidas por la situacién Veh a 3.3mM
de glucosa, que se toma como 100%. Vehiculo del rimonabant= etanol al 0.1%. (*) p<0.05,
(##) p<0.01; ANOVA de dos vias, post-test Dunnett; N=6-12 islotes cada grupo, islotes
procedentes de 2 ratones para cada condicion experimental; 2 experimentos
independientes.
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4.6 MODULACION POR GPR55 DE LA APOPTOSIS INDUCIDA POR CITOQUINAS EN
ISLOTES PANCREATICOS AISLADOS DE RATONES C57BL/6) Y HUMANOS

4.6.1 Actividad de caspasas 3/7 en islotes pancreaticos aislados de ratones C57BL/6J y
GPR557 tratados con los ligandos cannabinoides LH-21 y Abn-CBD

Finalmente, también nos ha parecido relevante investigar la posible accion
moduladora de la apoptosis en islotes pancreaticos aislados por parte de los ligandos
LH-21 y Abn-CBD. Para ello, se han utilizado islotes de ratones WT y GPRSS'/', asi
como islotes humanos. Como activador de la apoptosis se utilizé un céctel de
citoquinas (IL-1B a 0.5U/ul, TNFa a 5U/ul e INFy a 5U/pl) el cual, fue afiadido al medio
de cultivo de los islotes después de haber sido pre-incubados éstos durante 48h con
LH-21 o Abn-CBD, ambos a 1uM. La Fig. 26A muestra los experimentos de induccién
de la apoptosis en islotes de ratones WT. Se puede observar cémo el cdctel de
citoquinas disueltas en vehiculo (Veh+Cito) incrementa aproximadamente 3 veces la
capacidad apoptotica de los islotes (estimada mediante la medida de la actividad de
caspasas 3/7 (véase el apartado 3.15 de materiales y métodos) en relacién a lo que lo
hace el vehiculo sélo (Veh). Aunque en ausencia de citoquinas, LH-21 y Abn-CBD
manifiestan actividades caspasa 3/7 similares al vehiculo, cuando ambos farmacos de
manera independiente se afiaden a los islotes junto al céctel de citoquinas (LH-
21+Cito 6 Abn-CBD+Cito), la capacidad apoptdtica inducida en los mismos se reduce
casi en un tercio respecto a la observada en los islotes tratados en medio Veh+Cito.
Esto indica que ambos ligandos cannabinoides, tienen un efecto modulador anti-
apoptético en los islotes pancreaticos aislados de ratones WT.

Un experimento similar fue realizado en islotes de ratones GPR55”. En la Fig. 26B,
puede observarse cémo, el efecto modulador anti-apoptdtico de los islotes
manifestado por ambos farmacos (LH-21 y Abn-CBD) en presencia de citoquinas es
ahora mucho menor que el que se producia en islotes de animales WT. Este hecho
sugiere que ambos compuestos tendrian capacidad para disminuir la capacidad
apoptética de los islotes modulando sus acciones a través de los receptores GPR55.
Ademas, comparando las Fig. 26A y Fig. 26B puede observarse como, tras el estimulo
pro-apoptoético causado por las citoquinas, las actividades caspasas 3/7 son mas
elevadas en islotes de ratones GPR557 que en los correspondientes a los ratones WT,
lo que sugeriria que el receptor GPR55 juega un papel protector frente a la muerte por
apoptosis de islotes pancreaticos.
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4.6.2 Actividad de caspasas 3/7 en islotes pancreaticos humanos tratados con los
ligandos cannabinoides LH-21 y Abn-CBD

Experimentos similares a los comentados anteriormente con islotes de raton
fueron realizados empleando islotes pancreaticos humanos. Del analisis de la Fig. 26C,
se deducen resultados muy parecidos a los observados en islotes de roedores. Asi, los
ligandos cannabinoides ensayados (LH-21 y Abn-CBD, ambos a 1uM) por si mismos no
modifican los niveles de caspasas 3/7 basales pero, en presencia de citoquinas,
provocan una disminucién significativa de los niveles de actividad de éstas, en relacion
a los controles. Por tanto, tanto LH-21 como Abn-CBD parecen ejercer efectos
modulares anti-apoptdticos también en islotes humanos.

A Islotes de ratones WT GPR55 B Islotes de ratones KO GPR55
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Figura 26. Modulacién por LH-21 y Abn-CBD de la apoptosis inducida por citoquinas en
islotes pancreaticos de ratones y humanos. Medida de la actividad de las caspasas 3/7 en
ausencia y en presencia de citoquinas (20h) en islotes aislados de ratones C57BL/6J WT (A),
ratones C57BL/6) GPR557 (B) y humanos (C) en presencia de LH-21 o Abn-CBD. Llas
condiciones empleadas en los experimentos realizados con islotes de ratén fueron:
Vehiculo, DMSO 0.04%, LH-21 a 0.1uM, y Abn-CBD a 10uM; (**) p<0.01, (***) p<0.001; 2
experimentos independientes para cada genotipo; N=8 pocillos cada condicién, 5 islotes
por pocillo; 8 ratones empleados (4 ratones WT C57BL/6J y 4 ratones KO GPR55). Para los
experimentos con islotes humanos: Vehiculo, DMSO 0.04%, LH-21 y Abn-CBD (ambos a
1uM), (*) p<0.05, (***) p<0.001; ANOVA de una via, post-test Dunnett; 2 experimentos
independientes; N=8 pocillos cada condicidon, 5 islotes por pocillo. Veh=vehiculo;
Cito=Citoquinas.
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5.1 EXPRESION Y SENALIZACION DE LOS RECEPTORES CB1 Y GPR55 EN ISLOTES
PANCREATICOS

Como hemos descrito en la seccidn “materiales y métodos”, para la realizacidn
de esta tesis doctoral se ha generado y caracterizado un modelo animal de obesidad y
pre-diabetes mediante el suministro prolongado a los mismos de una dieta comercial
enriquecida en grasa, en la que la grasa constituia el 45% de las kilocalorias totales
ingeridas. Para este fin, se emplearon ratones pertenecientes a la cepa C57BL/6J, un
modelo animal caracterizado que desarrolla obesidad y alteraciones en la homeostasis
de la glucosa tras el consumo de una dieta alta en grasa (Rebuffé-Scrive et al., 1993;
Surwit et al.,, 1995; Winzell et Ahren, 2004; Park et al., 2005; Toye et al., 2005;
Nishikawa et al., 2007; King, 2012). Como control se emplearon animales que fueron
alimentados con una dieta en la que las grasas suponen un 10% de la ingesta caldrica.
Asi, los ratones alimentados con la dieta al 45% en grasa ganaron mas peso que los
controles, siendo la diferencia estadisticamente significativa desde la semana 8 de
inicio de la dieta (Fig. 1A), presentando un fenotipo claramente obeso con respecto a
los controles a las 15 semanas de dieta.

Con respecto a los test diagndsticos para caracterizar el modelo animal de pre-
diabetes, tanto las glucemias basales en ayuna como el test de tolerancia a la glucosa
(Fig. 1B) y el test de tolerancia a la insulina (Fig. 1C), mostraron alteraciones claras en
la homeostasis de la glucosa. Asi, las glucemias basales presentaban una clara
tendencia a ser mayores en los animales alimentados con la dieta al 45% en grasas,
siendo estos animales, ademas, intolerantes a la glucosa y resistentes a la insulina.
Asimismo, los niveles plasmaticos de insulina (Fig. 2A) y leptina (Fig. 2C), fueron
notablemente mayores en los ratones obesos.

Todos los datos presentados confirman que los ratones que fueron alimentados con
una dieta con alto contenido graso durante 15 semanas presentan rasgos tipicos de la
pre-diabetes, asemejandose metabdlicamente a los sujetos pre-diabéticos humanos y
constituyendo por tanto un modelo vélido para el estudio molecular de las vias de
sefializacién y de los procesos que se alteran durante la patogénesis de la diabetes
tipo 2. En concreto, en este trabajo se ha utilizado este modelo animal para estudiar la
implicacion de los receptores CB1 de los islotes pancredticos en las posibles
alteraciones que se producen en determinadas vias de sefalizacion intracelular como
la de AKT, CREB, AMPK y mTORC1, y en la produccién de especies reactivas de oxigeno
(ROS) durante el desarrollo de la diabetes.

Asimismo, hemos estudiado la participacion de dichas vias de sefializacidon en las
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acciones mediadas por los receptores CB1 y GPR55 en islotes pancreaticos aislados de
ratones sanos e islotes humanos de donantes no diabéticos, y se ha investigado el
papel de estos receptores en los procesos de secrecidon de insulina, produccion de ROS
y apoptosis, procesos todos ellos que acaban siendo alterados en la diabetes tipo 2.

5.1.1 Expresion de los receptores CB1 y GPR55 en islotes pancreaticos

Es conocido que tanto los receptores cannabinoides CB1 como el receptor
GPR55 estan presentes en islotes pancreaticos de ratén (Juan-Picé et al., 2006;
Starowicz, 2008; Nakata et Yada, 2008; Li et al., 2010; Romero-Zerbo et al., 2011; Liu
et al., 2014; Liu et al., 2016) y de humanos (Bermudez-Silva et al., 2008; Li et al., 2011,
Liu et al., 2014; Liu et al., 2016). En esta tesis hemos confirmado la expresion en
islotes pancreaticos de estos receptores y ademds hemos investigado la expresion de
CB1 en ratones pre-diabéticos. Nuestros resultados en este contexto son preliminares,
ya que deberiamos completarlos a través de otros estudios mds detallados que
incluyan una cuantificacion mds exhaustiva de este receptor como por ejemplo
ensayos de gPCR, pero apuntan a una sobre-expresién proteica de CB1 en los islotes
de ratones pre-diabéticos (Fig. 3C-D), lo cual estd de acuerdo con resultados
publicados recientemente (Gonzalez-Mariscal et al., 2016) que muestran una mayor
expresion de CB1 a nivel de mRNA en islotes humanos de donantes con un indice de
masa corporal (BMI) mayor de 30 con respecto a aquellos con BMI menor a 30, y con
las evidencias que apuntan a una sobre-activacién del sistema endocannabinoide en
obesidad y diabetes (Matias et al., 2006).

Como se ha comentado anteriormente, al igual que el receptor cannabinode CB1, el
receptor GPR55 también se expresa en islotes pancreaticos de ratones (Romero-Zerbo
et al., 2011; Mckillop et al., 2013; Liu et al., 2014; Liu et al., 2016) y también se han
detectado niveles de mRNA y de proteina de este receptor en islotes humanos (Li et
al., 2011 y Liu et al., 2016, respectivamente). Nuestros resultados de Western blot
corroboran la expresion del receptor GPR55 en islotes pancreaticos, asi como en otros
tejidos como cerebro e higado (Fig. 3B).

También seria interesante evaluar, en estudios posteriores, la expresién de GPR55 en
islotes de ratones pre-diabéticos, ya que al igual que el receptor CB1, podria estar
alterada, coincidiendo con otros estudios donde GPR55 parece estar sobreexpresado
en el tejido adiposo de sujetos obesos y especialmente en individuos obesos y con
diabetes tipo 2, cuya expresidon de GPR55 se correlaciona con el peso corporal, BMl y
el porcentaje en grasa (Moreno Navarrete et al., 2012).
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5.1.2 Modulacion de las vias intracelulares AKT, CREB y AMPK por CB1

En relacién a la participacion de las vias de sefializacién intracelular Akt, CREB,
y AMPK en las acciones mediadas por CB1 y relacionadas con la respuesta a la glucosa,
tanto en islotes de animales sanos como de animales pre-diabéticos, se llevaron a
cabo experimentos in vivo en los que los ratones fueron inyectados con rimonabant y
seguidamente desafiados con una sobrecarga de glucosa (véase el apartado 3.6 de
materiales y métodos). Posteriormente, se extrajeron los pancreas y se aislaron los
islotes pancreaticos, analizando por Western blot los niveles de las proteinas
fosforiladas Akt, CREB y AMPK, junto a los niveles de las proteinas no fosforiladas y la
B-actina. También se realizaron experimentos in vitro, donde los islotes aislados de
ratones de la cepa CD-1 e islotes humanos fueron tratados con el antagonista de CB1,
LH-21, en condiciones de alta y media concentracién de glucosa (véase apartado 3.7
de materiales y métodos).

Los resultados de los experimentos realizados in vivo muestran que el bloqueo de CB1
con rimonabant en ratones controles disminuyd la fosforilacion de Akt (Fig. 4A) e
incrementé las de CREB y AMPK (Fig. 6A, 8A) respecto a los valores obtenidos en
islotes de estos animales tratados sélo con vehiculo, sugiriendo que CB1 juega un
papel en el normal funcionamiento de todas estas vias de sefalizacion en los islotes
durante la respuesta a glucosa. Por su parte, la condicién pre-diabética indujo cambios
en la fosforilacidn de estas proteinas, que no siendo significativos, tienden a
comportarse cualitativamente de la misma forma que en presencia del rimonabant,
aunque la magnitud de los cambios observados es menor. Esto sugiere que, al menos
en el modelo animal de pre-diabetes utilizado, las vias de sefializacién en la que estas
proteinas estdn implicadas se ven poco afectadas en respuesta a la glucosa (Fig. 4A,
6A y 8A). El bloqueo con rimonabant de CB1 en islotes de animales pre-diabéticos
manifiesta pocos cambios en la fosforilacidn de las proteinas estudiadas, lo que
llevaria a sugerir que la modulacidn ejercida por CB1 de las vias a la que estas
proteinas pertenecen no se produce o estd muy atenuada en la situacién de pre-
diabetes.

Segln los resultados de los experimentos realizados in vitro en islotes de ratones
sanos, tratados con LH-21, este antagonista neutro de los receptores cannabinoides
CB1, también alterd la fosforilacién de las proteinas Akt, CREB y AMPK. En concreto,
en condiciones de alta glucosa, este ligando cannabinoide también disminuyd la
fosforilacion de Akt, e incrementd la fosforilacion del factor de transcripcion CREB, al
igual que lo hizo el rimonabant (Fig. 4B y 6B). En cambio, LH-21 disminuyd la
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fosforilacion de la proteina AMPK, efecto opuesto al observado con el rimonabant en
nuestros experimentos in vivo (Fig. 8B).

Con respecto a Akt, cuya activacidén estimula supervivencia y proliferacién en islotes
pancreaticos (Elghazi et al., 2007), experimentos genéticos y farmacoldgicos previos
realizados en islotes pancreaticos de ratén han mostrado que tanto la carencia de CB1
como su bloqueo farmacolégico con AM251 incrementan la fosforilacion de Akt, y la
estimulaciéon de CB1 con ACEA inhibe dicha fosforilacion en un modo dependiente de
sefializacién a través del receptor de insulina (Kim et al., 2011). Ademas, el bloqueo de
CB1 lleva a incrementos de la proliferacién y de la masa de células B vy, en ratones
diabéticos db/db, a una disminucion de la glucosa sanguinea e incremento en la
proliferacion y la masa de células B (Kim et al., 2011). Por tanto, podria pensarse que
el bloqueo de CB1 tendria efectos beneficiosos sobre los islotes pancredticos en la
condicion diabética. Estos resultados son parcialmente contrapuestos a los obtenidos
por nosotros en islotes de ratén. Las diferencias entre lo publicado en modelos
animales de diabetes y nuestros resultados, podrian deberse a que el modelo que
estudiamos no es propiamente un modelo de diabetes, sino de pre-diabetes; esto es,
un estado inmediatamente anterior a la misma, donde todas las alteraciones
moleculares observables en ella no han tenido aun lugar. Asimismo, las diferencias
entre nuestros resultados de fosforilacién de Akt en islotes de ratones y los publicados
por el grupo de la Dra. Egan (Gonzdlez Mariscal et al., 2016) podrian tener relacién
con el uso de diferentes moléculas para hacer diana en el SEC, ya que tanto
rimonabant como LH-21, usados por nosotros pero né en el estudio de la Dra. Egan,
podrian tener una accién inespecifica, actuando sobre otros receptores como, por
ejemplo, GPR55 (Kapur et al., 2009; Yin et al., 2009). Por tanto, nuestros resultados
podrian tener también relacion con acciones extra-CB1 llevadas a cabo por el
rimonabant y LH-21. Sin embargo, nuestros resultados en islotes pancreaticos
humanos estan de acuerdo con los publicados por la Dra. Egan (véase mas adelante).
Ademas, es conveniente hacer notar que los resultados que hemos obtenido en
ratones complementan y van en la misma linea de los que existen en la bibliografia
para otros tejidos. Por ejemplo, la activacion de los receptores cannabinoides CB1 en
el sistema nervioso central (hipocampo, nucleo estriado y cerebro) aumentaron la
fosforilacion de Akt en ratones (Ozaita et al., 2007), y el tratamiento con rimonabant
en adipocitos redujo la fosforilaciéon de Akt (Wang et al., 2015).

Con respecto a CREB, el tratamiento con rimonabant incrementd su fosforilacion (Fig.
6A) en islotes pancredticos de ratones sanos alimentados con la dieta control. En
islotes de ratones diabéticos no se detectaron cambios estadisticamente significativos.
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Por tanto, en lo que concierne a CREB, nuestros resultados sugieren que rimonabant
induce el crecimiento celular en islotes pancreaticos de ratones controles pero no en
islotes de ratones pre-diabéticos, lo que indica una alteracidon en la capacidad del
receptor CB1 para modular el factor de transcripcion CREB en estos animales pre-
diabéticos. Los resultados que hemos obtenido, tras la estimulacidon in vivo con
rimonabant, sobre el incremento en la fosforilacidn de CREB, concuerdan con los que
hemos hallado empleando el antagonista de CB1 LH-21 en experimentos in vitro en
situacion de alta glucosa. Estos resultados podrian interpretarse en base a la propia
naturaleza de los receptores cannabinoides CB1 como receptores acoplados a
proteinas G heterotriméricas inhibitorias (G,). Cuando estos receptores se activan, se
produce una inhibicion del enzima adenilato ciclasa, lo que disminuye Ila
concentracién de ;AMP, y asi también, la actividad de quinasas que fosforilan, entre
otras proteinas, a CREB. Dado que el rimonabant inhibe al receptor cannabinoide CB1,
los niveles de AMP se mantendrian altos lo que permitiria incrementar la tasa de
fosforilacion de CREB, y con ello, su actividad como factor de transcripcién. Estos
resultados no concuerdan con los publicados por otros autores realizados en cerebelo
e hipocampo de ratas, los cuales, muestran que es la activacion de los receptores
cannabinoides la que incrementa la fosforilacidn de CREB y no la inhibicidon de los
mismos. Asi, ciertos endocannabinoides incrementaron la fosforilacion de CREB,
siendo este efecto suprimido tras el tratamiento con rimonabant (Casu et al., 2005;
Isokawa, 2009). Una posible explicacién a estas discrepancias podria ser que la
modulaciéon ejercida por el rimonabant sobre la fosforilacion de CREB fuese
dependiente de la especie y del contexto tisular donde ejerce su accién.
Alternativamente, de nuevo no podemos descartar que rimonabant y LH-21, para
modular la via CREB, puedan ejercer acciones sobre otros receptores como GPR55,
receptor expresado en los islotes pancredticos. Existen en la literatura cientifica
trabajos que demuestran que ciertos antagonistas de CB1 (distintos a los que en esta
tesis se han utilizado), causan incrementos en la proliferacidon y la masa de las células
B (Kim et al., 2011); pero en nuestro conocimiento, no existen trabajos donde se haya
investigado la posible modulaciéon del factor de transcripcion CREB por CB1 en los
islotes pancredticos. En este sentido, nuestros resultados serian los primeros que
apuntan a que CREB podria estar implicado en el incremento en la proliferacion y
masa de células B que se observa tras el tratamiento de los islotes con antagonistas de
CB1.
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Con respecto al sensor metabdlico AMPK, el tratamiento in vivo con rimonabant
incrementé la fosforilacion de la proteina AMPK (Fig. 8A) en islotes pancreaticos de
ratones alimentados con la dieta control. En los islotes de ratones pre-diabéticos, sin
embargo, no se detectaron cambios estadisticamente significativos, aunque si una
tendencia a incrementar la fosforilacion de AMPK. En relacion a lo anterior, podria
afirmarse que el incremento de fosforilacién de AMPK observado en islotes de ratones
alimentados con la dieta control, estimularia la generacion de ATP por la activacidn de
enzimas claves en el control de rutas catabdlicas como la glucdlisis 6 la B-oxidacion de
acidos grasos y reprimiria rutas anabdlicas. En este sentido, datos de otros autores
han mostrado que el rimonabant induce la fosforilacion de AMPK en lineas celulares
derivadas de hepatocitos humanos inhibiendo la lipogénesis (Wu et al., 2011). De
producirse los cambios metabdlicos comentados en islotes procedentes de ratones
pre-diabéticos sin duda lo harian con tasas mucho mas bajas.

Al contrario que con el rimonabant, nuestros experimentos in vitro de bloqueo de los
receptores cannabinoides CB1 con LH-21 muestran que se produce no un aumento,
sino una disminucién de la fosforilacién de la proteina AMPK en islotes de ratones. La
explicacion del porqué de estas discrepancias entre experimentos in vivo e in vitro no
son faciles de establecer y requeririan de un estudio mds detallado; si bien, es claro
qgue el entorno de una célula de un islote in vitro no es el mismo que tiene in vivo al
carecer de irrigacion sanguinea y del normal control neuro-endocrino. Estas
importantes circunstancias, podrian afectar a la modulacidn de las sefiales
transmitidas por antagonistas cannabinoides y a las rutas de sefializacién implicadas
en la misma. No seria descartable tampoco que las diferencias observadas fueran
debidas a efectos extra-CB1 de alguno de los ligandos cannabinoides utilizados.
Resultados como los nuestros, que muestran disminucién de la fosforilacion de AMPK
cuando los islotes son tratados con el antagonista de CB1 LH-21 serian desde un punto
de vista argumental compatibles con los obtenidos por otros autores que han
estudiado el efecto de agonistas sintéticos de receptores cannabinoides en relacién a
la activacién de la proteina AMPK en algunos canceres pancredticos (Dando et al.,
2013). En estos estudios, se muestra que estos agonistas sintéticos de receptores
cannabinoides parecen activar AMPK induciendo autofagia en las células del tumor. Es
bien conocido que en la obesidad y en la diabetes tipo 2 existen niveles elevados de
endocannabinoides (Matias et al., 2006). Como hemos comprobado en nuestros
experimentos, los islotes de los ratones de animales pre-diabéticos (aquellos a los que
se les suministréd una dieta 45% en grasa) la proteina AMPK se encuentra activada
(20% aprox.) respecto a los de controles sanos (alimentados con dieta 10% en grasa)

(Fig. 8A). Esta activacion podria ser responsable del desencadenamiento de
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fendmenos de autofagia que ocasionarian la muerte de la célula B y la disminucidn de
la masa celular de los islotes. Dados estos antecedentes, podria especularse que LH-21
podria ser un buen candidato farmacoldgico a la hora de tratar de minimizar estos
efectos adversos sobre la poblacién de islotes pancreaticos.

Con respecto a los experimentos realizados en islotes humanos, el bloqueo de los
receptores cannabinoides CB1 en islotes pancreaticos tratados in vitro con LH-21,
incrementd notablemente la fosforilacion de AKT (Fig. 5A y 5B), en lugar de
disminuirla, como habiamos visto en islotes de ratones con ese compuesto y también
con rimonabant in vivo. Como puede observarse en los experimentos que hemos
realizado de secrecién dindmica de insulina empleando islotes pancreaticos humanos
tratados con LH-21 en perifusion (Fig. 20A), este ligando cannabinoide incrementa de
forma dosis dependiente la produccidn de insulina. En este sentido, los efectos del
aumento de fosforilacion de AKT provocados por LH-21 serian consecuencia directa
del aumento de insulina causado por este farmaco y de los efectos modulares que
este enzima tiene sobre la activacién de la ruta PI3K/AKT. Nuestros resultados en
islotes humanos estdn de acuerdo con los resultados previos realizados con islotes
murinos reportados por el grupo de la Dra. Egan, discutidos anteriormente. Por otro
lado, LH-21 no alterd los niveles de fosforilacién de CREB ni de AMPK en islotes
humanos (Fig. 7 vy 9). Los diferentes efectos que se observan cuando se emplean
islotes pancredticos humanos, respecto a los obtenidos con islotes de ratdn indican
que existen claras diferencias inter-especie en la modulacién por CB1 de rutas de
sefializacién estudiadas. Este hecho lleva también a subrayar que no es posible
extrapolar de manera directa los resultados obtenidos con islotes de ratén al humano
y que éstos deberian ser validados en islotes humanos para extraer conclusiones que
sean de utilidad.

En resumen, como se ha discutido en este apartado, CB1 modula las vias de
sefializacién AKT, CREB y AMPK en islotes pancredticos, sugiriendo que parte de los
efectos beneficiosos reportados para el bloqueo de CB1 en islotes podria estar
mediado por estas vias, especialmente los relacionados con el papel de AKT y CREB en
el incremento de la masa de células B. Ademads, la respuesta a la manipulaciéon
farmacolégica de CB1 es diferente en islotes de ratones pre-diabéticos, lo que sugiere
gue estos receptores podrian jugar algun papel en la fisiopatologia de la diabetes tipo
2.

Por otro lado, y dadas las reiteradas diferencias inter-especie encontradas, es
necesario remarcar la conveniencia de realizar estudios en islotes humanos, tanto
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procedentes de sujetos diabéticos como no diabéticos, para validar los resultados que
se obtengan en islotes de roedores, asi como utilizar diversos agonistas y antagonistas
de CB1, con vistas a determinar sin ambigliedad cudl es el papel real de CB1 en la
modulacién de estas vias intracelulares, para esclarecer su posible participacion en la
patogénesis y en la fisiopatologia de la diabetes tipo 2 humana.

Finalmente, no podemos descartar que parte de los efectos observados con
rimonabant o LH-21 estén mediados a través de otros receptores, como GPR55, dado
que se han descrito acciones de estas moléculas a través de este receptor (Ruz-
Maldonado et al., 2015; Henstridge et al., 2010).

5.1.3 Modulacidn de las vias intracelulares AKT, CREB y AMPK por GPR55

Junto a CB1, en la presente tesis doctoral hemos estudiado la capacidad de
GPR55 para modular las vias de sefalizaciéon AKT, CREB y AMPK en islotes pancredticos
de ratones sanos y de humanos. Para ello, se han realizado experimentos in vitro con
el agonista selectivo de este receptor, Abn-CBD.

Abn-CBD moduld las tres vias de sefalizacion indicadas en islotes de ratén y
solamente la via AKT en islotes humanos. Estos resultados sugieren que el ligando
enddgeno de GPR55, LPI, podria utilizar estas vias de sefalizacidon para producir sus
efectos biolégicos. En concreto, Abn-CBD en islotes murinos disminuyé la fosforilacidn
de Akt (Fig. 4C) e incrementé la fosforilacion de CREB y AMPK (Fig. 6C y 8C), mientras
qgue en islotes humanos aumentd la fosforilacion de AKT (Fig. 5) y no alterd a las
proteinas CREB y AMPK (Fig. 7 y 9). Por tanto, GPR55 en islotes murinos y de humanos
podria jugar un papel en procesos mediados por AKT, tales como la proliferacién
celular y la regulacidon de la masa de las células B. De hecho, GPR55 ha sido
previamente reconocido como un receptor implicado en los procesos proliferativos y
en las alteraciones que se producen en éstos en determinadas enfermedades como el
cancer (Andradas et al., 2011). Adicionalmente, en islotes de ratén también podria
modular estos procesos a través de CREB, y, regulando negativamente la secrecién de
insulina a través de AMPK, como hemos visto en experimentos de secrecidn estdtica
de insulina.

Existen algunos trabajos que relacionan a los receptores GPR55 con la sefializacién
mediada a través de la proteina Akt. Asi, algunos autores han observado cémo Abn-
CBD aumenta la fosforilacion de Akt en lineas celulares HUVEC a través de
mecanismos independientes de los receptores cannabinoides CB1 y CB2 (Offertdler et
al., 2003; Mo et al., 2004). Otros estudios han mostrado la implicacién de GPR55 en
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las propiedades migratorias de células madre mesenquimales derivadas del tejido
adiposo (MSC) estimulada por cannabidiol (CBD), sugiriendo que su papel modulador
pudiera ejercerse a través del control que la proteina Akt fosforilada ejerce sobre Ia
fosforilacion a su vez, de la quinasa activada por mitégeno (MAPK) p42/44 (Schmuhl
et al., 2014). Ha podido demostrarse también que las propiedades pro-angiogénicas
demostradas por el andlogo endocannabinoide N-araquindoilserina (ARA-S) estan
mediadas, al menos en parte, por la activacién de GPR55. ARA-S, a través de GPR55,
modula la angiogénesis incrementando, entre otros factores, la fosforilacion de Akt
(Ho, 2010).

Con respecto al factor de transcripcién CREB, se ha comprobado que LPI, AM251 y
rimonabant incrementaron su fosforilacion en células HEK293 (Henstridge et al.,
2010), pero, no existen publicaciones que relacionen al receptor GPR55 con la
sefializacién a través de AMPK. Ademas, ninguno de estos estudios se ha realizado en
islotes pancreaticos, ni se han vinculado con la fisiopatologia de la diabetes tipo 2. Por
tanto, en nuestro conocimiento, los resultados presentados en esta tesis constituyen
la primera evidencia de modulacién de estas vias de sefializacidn a través de GPR55.
No obstante, seria conveniente recordar que Abn-CBD se ha relacionado también con
GPR18 (McHugh et al., 2010; Console-Bram et al., 2014), por lo que no podemos
excluir que parte o la totalidad de los efectos que ejerce Abn-CBD sobre la modulacién
de estas vias en los islotes puedan estar mediados por GPR18. Ademas, el transcrito
de GPR18 ha sido detectado en pancreas (Rajaraman et al., 2016).

Asimismo, al igual que ocurria para CB1, de nuevo se observan diferencias entre los
resultados obtenidos con islotes murinos y humanos, sugiriendo diferencias inter-
especie en las vias de sefializacidn que son reclutadas tras la activacion de GPR55. Este
hecho, remarca la necesidad de usar también islotes humanos para validar GPR55
como posible diana terapéutica para la diabetes tipo 2.

5.2 RECEPTORES CB1 Y GPR55 EN LA SECRECION DE INSULINA ESTIMULADA POR
GLUCOSA

En la presente tesis doctoral también se analizd el efecto de rimonabant, LH-
21 y Abn-CBD en la secrecién de insulina estimulada por glucosa en islotes
pancredticos de ratones (de las cepas ICR y C57BL/6J WT y C57BL/6J GPR557) y de
humanos no diabéticos. Se realizaron experimentos de medida de la movilizacién del
Ca* intracelular, secrecidn estética de insulina asi como experimentos de secrecidn
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dindmica de insulina mediante técnicas de perifusion (véase los apartados 3.9, 3.10 y
3.12 de materiales y métodos respectivamente).

Pese a estar confirmada en la literatura la expresiéon de CB1 en las células B de los
islotes pancredticos, tanto de roedores como de humanos (Bermudez-Silva et al.,
2008; Li et al., 2010; Kim et al., 2011; Gonzalez-Mariscal et al., 2016), no esta claro
aun cual es el efecto sobre la secrecidn de insulina que tiene CB1 tras su activacion o
bloqueo. Mientras la mayoria de estudios apuntan a que la estimulacién de CB1
incrementa la secrecién de insulina y su bloqueo la disminuye (Matias et al., 2006;
Bermudez-Silva et al., 2008; Getty-Kaushik et al., 2009; Li et al., 2010; Bermudez-Silva
et al., 2016), otros, van en direccion contraria (Nakata et Yada, 2008; Gonzalez-
Mariscal et al., 2016). Sin duda, diversos factores tales como la naturaleza del
agonista/antagonista usado, las concentraciones de los mismos utilizadas, o cambios
en el disefio experimental, estan jugando un papel importante en estas discrepancias.

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral muestran que rimonabant disminuye la
secrecién de insulina en experimentos de secrecidn estatica en islotes de ratones
C57BL/6J sanos (Fig. 14A), y que LH-21 muestra el mismo efecto en islotes de ratones
ICR y en islotes humanos (Fig. 17), aunque no en islotes de ratones C57BL/6) donde
LH-21 no parece tener efecto (Fig. 15A). En general, estos resultados estan de acuerdo
con la mayoria de experimentos de secrecion estatica de insulina publicados en
relacion a los receptores CB1 (Matias et al., 2006; Bermudez-Silva et al., 2008; Getty-
Kaushik et al., 2009; Li et al., 2010; Bermudez-Silva et al., 2016). Es conveniente hacer
notar que en la bibliografia no hay datos que relacionen LH-21 con la secrecién de
insulina en islotes pancredticos. Nuestros resultados con rimonabant en islotes de
animales pre-diabéticos (Fig. 14B) muestran una tendencia a disminuir la secrecidn de
insulina, de acuerdo a experimentos previos realizados con islotes de ratas obesas
(Getty-Kaushik et al., 2009).

Es bien conocido que las movilizaciones del Ca®" intracelular estan acopladas a la
secrecién de insulina en los islotes pancreaticos, de modo que cuanto mayor es la
movilizacién del Ca**, mayor es también la secrecién de insulina (Nadal et al., 1999).
Por ello, quisimos también investigar los flujos de Ca®* en presencia de alta glucosa y
de antagonistas de CB1, utilizando para estos experimentos LH-21. Nuestros
resultados muestran que LH-21 incrementé la [Ca™],, tanto en islotes pancreaticos de
ratones C57BL/6) como de humanos (Figs. 11A y 13). Estos resultados llevarian a
esperar un incremento en la secrecion de insulina en presencia de LH-21, algo que no
se observé en los experimentos de secrecién estatica (Figs. 15A y 17), aunque si, en
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nuestros experimentos de secrecion dinamica (Figs. 18B-C y 20A). Nuestros
experimentos de secrecion dindmica de insulina concuerdan también con los
publicados por otros grupos como el de la Dra. Egan, quien utilizd rimonabant y JD-
5037. Este ultimo compuesto, es un agonista inverso de CB1 con baja permeabilidad a
través de la barrera hematoencefalica (Gonzalez-Mariscal et al., 2016).

Las diferencias en las medidas de secrecion de insulina encontradas llevando a cabo
experimentos estaticos o dindmicos podrian residir en la naturaleza propia de ambos
disefios experimentales. En los experimentos de medida de insulina estdticos, los
islotes se incuban en un medio al que se afiaden los farmacos y tras un tiempo de
incubacién, se analiza la produccién de insulina en el medio de secrecién. Es muy
probable que en estas condiciones, ademds de insulina puedan acumularse en el
medio otros metabolitos y hormonas como la somatostatina y/o el acido y-
aminobutirico que podrian ejercer efectos paracrinos inhibitorios sobre la produccion
de insulina liberada al medio desde los islotes (véase Fig. 5 apartado de introduccién).
En los experimentos de secrecién dinamica, en cambio, estos efectos no se producen
ya que el medio fluye continuamente, entrando y saliendo del sistema de perifusion.
La propia naturaleza del ensayo hace que la accidn sobre la produccidén de insulina tras
la adicion de farmacos pueda medirse de manera mucho mds especifica y precisa,
elimindndose efectos no deseados y las interferencias causadas por el acimulo de
metabolitos interferentes (Li et al., 2011).

Por tanto, podria concluirse que tanto LH-21 como rimonabant tienen un efecto
directo sobre los islotes pancredticos, modulando la secrecion de insulina. Teniendo
en cuenta que los experimentos de secrecidn dindmica de insulina constituyen un
disefio experimental mas préximo a la situacion in vivo, cabria pensar que la accidon
fisiolégica de estas moléculas seria la de favorecer el incremento de la secrecién de
insulina, lo que tedricamente ayudaria a mejorar el control de la glucosa plasmatica.
Sin embargo, no podemos olvidar las limitaciones técnicas del modelo, como son el
uso de islotes aislados, desprovistos de inervacion y del input de factores provenientes
de otros tejidos.

Por otro lado, varios estudios han mostrado que antagonistas del receptor
cannabinoide CB1, como AM251 y rimonabant, pueden actuar como agonistas de
GPR55 (Kapur et al., 2009). De hecho, la activacién de GPR55 incrementa la secrecion
de insulina en islotes aislados (Romero-Zerbo et al., 2011; McKillop et al., 2013;
McKillop et al., 2016). Por ello, quisimos investigar la posible implicacion de GPR55 en
los efectos causados por LH-21, para lo cual, utilizamos islotes procedentes de ratones
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transgénicos C57BL/6) GPR55’/’, que fueron tratados con diferentes concentraciones
de LH-21. Nuestros resultados (Figs. 11, 15 y 18B-C) muestran que en los islotes de
estos ratones carentes de la expresion de GPR55, no se moviliza Ca®* y ni se produce
insulina a las dosis mas bajas ensayadas de LH-21, 1nM-100nM. Por tanto, puede
afirmarse que al menos parte de los efectos provocados por LH-21 sobre la secrecidn
de insulina en los islotes pancredticos estan mediados por GPR55, en lugar de CB1
como inicialmente podria pensarse (Ruz-Maldonado et al., 2015). Teniendo en cuenta
todo lo expuesto, se deberia concluir que habria que ser cauto a la hora de asignar los
efectos de rimonabant y LH-21 a una accidon mediada por CB1, cuando las evidencias
apuntan a que al menos parte de estos efectos pueden estar siendo mediados por
GPR55.

En esta tesis doctoral también quisimos investigar el papel de GPR55 en la secrecién
de insulina estimulada por glucosa. Para ello, utilizamos el agonista de GPR55 mejor
caracterizado hasta la fecha, el Abn-CBD. Nuestro grupo de investigacidon fue el
primero en describir la participacion de GPR55 en la fisiologia de la célula B
pancredtica, demostrando la expresidon de GPR55 en islotes de rata y ratén, asi como
el incremento en la secrecién de insulina tras su activacion por 0-1602 (otro agonista
de GPR55), efecto que desaparecia en islotes de ratones KO de GPR55 (Romero-Zerbo
et al., 2011). Trabajos posteriores han mostrado que Abn-CBD también aumenta la
secrecion de insulina en otras células como las BRIN-BD11 ademds de en islotes
pancreaticos de ratones (McKillop et al., 2013; McKillop et al., 2016).

Sin embargo, en nuestros experimentos de secrecién estdtica de insulina, Abn-CBD no
produjo ningun efecto en islotes de ratones ICR (Fig. 17A) ni en los de C57BL/6J (Fig.
16), y disminuyd la secrecidon de insulina en islotes humanos (Fig. 17B). Estos
resultados son contradictorios con lo publicado (McKillop et al., 2013; McKillop et al.,
2016). Ahora bien, en los experimentos de medida del Ca®* intracelular en islotes de
ratén, Abn-CBD, incrementé a 10pM la movilizacién de Ca®* (Fig. 12A), un efecto que
no se observa en los islotes de ratones C57BL/6J GPR557 (Fig. 12B), por lo que debe
estar mediado por GPR55.

Ademas, en los experimentos de secrecidon dinamica de insulina Abn-CBD incrementd
significativamente la secrecidon de insulina en islotes murinos (Fig. 19) y en islotes
humanos (Fig. 20B), no aprecidandose dicho efecto a la dosis de 10uM en islotes de
ratones C57BL/6) GPR55” (Fig. 19B). El efecto en islotes humanos fue claramente
dosis-dependiente. Por tanto, cabe concluir que Abn-CBD incrementa la secrecién de
insulina en islotes de ratén y de humanos, siendo, al menos el efecto en ratones,
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mediado por GPR55.

En relacion a los resultados de los experimentos de secreciéon dindmica empleando
Abn-CBD en islotes de ratones C57BL/6J WT y C57BL/6) GPRSS'/', resulta llamativo que
a 10uM el efecto parece dependiente del receptor GPR55 (Fig. 19B) mientras que a
menor concentracion (1uM), el efecto sobre la secrecidn de insulina se observa tanto
en islotes de C57BL/6J WT como en los de C57BL/6) GPR55'/', de lo que habria que
concluir que Abn-CBD media también efectos independientes de GPR55 (Fig. 19A).
Una posible explicacion a este hecho es que Abn-CBD pudiera estar actuando a bajas
concentraciones a través de otro receptor, como GPR18, el cual también ha sido
implicado en las acciones de Abn-CBD (Console-Bram et al., 2014; Lu et al., 2013).

Por tanto, nuestros resultados confirman un papel de Abn-CBD a través de GPR55 en
la secrecidn de insulina estimulada por glucosa, asi como posibles efectos extra-GPR55
gue también son estimulatorios de la secrecidn de insulina. Estos efectos de Abn-CBD
estan también presentes en islotes humanos, lo que sugiere que esta molécula podria
constituir una nueva herramienta farmacoldgica para luchar contra la diabetes tipo 2.

5.3 INTERACCION ENTRE LOS RECEPTORES CANNABINOIDES CB1 Y LA ViA DE
SENALIZACION mTORC1

Junto al estudio de la modulacién de las vias de sefializacion Akt, CREB vy
AMPK por parte de CB1, también ha sido objeto de analisis la via mTORC1 en la
presente tesis doctoral. De hecho, parte de estos resultados han sido recientemente
publicados (Bermudez-Silva et al., 2016). mTORC1 es un complejo multiproteico
sensible a rapamicina y que funciona como un sensor nutricional capaz de integrar
sefiales procedentes de factores de crecimiento y de hormonas a través de las vias
PI3K-Akt (Laplante et Sabatini, 2012). mTORC1 regula la sintesis de proteinas vy
diferentes aspectos del metabolismo y el crecimiento celular, principalmente a través
de la quinasa p70S6K1 y de la proteina de unién 1 al factor de iniciacidon 4E de la
traduccion eucariota (4EBP1) (véase el apartado 1.6 de la introduccién).

Al igual que CB1, la via mTORC1 esta implicada en la fisiologia de la célula B (revisado
en Leibowitz et al., 2008). La activacion transitoria de mTORC1 lleva a incrementos en
el tamafio del islote pancreatico, de la masa de células B y de la produccidn de insulina
(Blandino-Rosano et al., 2012), efectos fisiolégicos similares a los descritos para el
bloqueo de CB1 (Kim et al., 2011).
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Por ello, y dados los antecedentes de la relacién entre CB1 y mTORC1 en otros tejidos
(Puighermanal et al., 2009), uno de los proyectos de investigacion financiados a
nuestro grupo tenia como propdsito investigar la posible conexion molecular de
ambas vias de sefializacidn en islotes pancreaticos y, en concreto, con la capacidad
para modular la secrecion de insulina.

El tratamiento in vitro de islotes pancreaticos con rimonabant incrementd la
fosforilacion de la quinasa p70S6K1, diana del complejo proteico mTORC1, un efecto
que fue revertido por la pre-incubacién con rapamicina (inhibidor selectivo de
mTORC1) (Fig. 10B). Por tanto, nuestros resultados sugieren que el bloqueo de CB1
incrementa la activacion de la via, participando ésta en las acciones fisioldgicas
mediadas por CB1. Este podria ser el mecanismo por el cual el bloqueo de CB1 induce
proliferacion e incremento de la masa de células B (Kim et al., 2011; Bermudez-Silva et
al., 2016). Ademas, hemos comprobado que mTORC1 participa en la modulacidn de la
secrecién de insulina que ejerce CB1, puesto que la disminuciéon producida por
rimonabant en islotes pancreaticos aislados, en experimentos de secrecién estatica, es
dependiente de la existencia de una via mTORC1 funcional. El bloqueo de dicha via
con rapamicina eliminé el efecto de rimonabant sobre la secrecién de insulina (Fig.
14A).

También hemos estudiado la activacion de mTORC1, mediante la cuantificacién de la
fosforilacion de p70S6K1, en islotes pancredticos de ratones sanos y pre-diabéticos
inyectados de manera aguda con rimonabant. Los islotes procedentes de animales
pre-diabéticos mostraron una mayor fosforilacion de p70S6K1, compatible con una
activacion de la via mTORC1 para promover un incremento de la masa de células B
(Fig. 10A). Sin embargo, tanto en los islotes de animales sanos como de pre-
diabéticos, rimonabant disminuyd la fosforilacién de p70S6K1, sugiriendo una menor
activacién de la via mTORC1. Esto resulta contrario a lo observado en islotes
pancreaticos tratados in vitro con rimonabant (Fig. 10B). Estas diferencias podrian
surgir de interferencias causadas por las interacciones que el fdrmaco puede tener con
otros de sus tejidos diana cuando es administrado in vivo, respecto a cuando es
anadido al medio in vitro, donde estos efectos no se producen.

También estudiamos la participacion de mTORC1 en la modulacién ejercida por CB1
sobre la secreciéon de insulina en islotes procedentes de ratones pre-diabéticos.
Nuestros resultados muestran que rimonabant tendié a disminuir la secrecidon de
insulina, de manera similar al efecto observado en islotes de ratones sanos, aunque no
se alcanzd la significacién estadistica (Fig. 14B). Ademads, la preincubacién con
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rapamicina no bloqueé el efecto de rimonabant, sugiriendo una desconexién entre las
vias de sefializacién por CB1 y la via mTORC1 en la pre-diabetes (Fig. 14B).

A modo de resumen, podemos concluir que el bloqueo de los receptores
cannabinoides CB1 con rimonabant disminuyd la GSIS y aumenté in vitro la actividad
de la diana de mTORC1, p70S6K1, en islotes pancreaticos de ratones WT, sugiriendo
asi la implicacion de mTORC1 en las acciones fisioldgicas de CB1 y, a su vez, la
participacion de CB1 en los fendmenos de aumento de la proliferacion y masa de
células B promovidos por mMTORC1. Por tanto, ambas vias parecen estar
funcionalmente conectadas en los islotes pancreaticos (Bermudez-Silva et al., 2016).
Ademds, la actividad de este complejo proteico también se encuentra incrementada
en los islotes de los ratones pre-diabéticos, pudiendo afectar negativamente a la
sefializacién de la insulina a través del feedback negativo que ejerce sobre los IRS,
aunque los efectos de CB1 sobre la secrecion de insulina dejan de ser dependientes de
mTORC], sugiriendo que esta alteracion en la conexidn CB1-mTORC1 puede jugar un
papel en la fisiopatologia de la diabetes tipo 2.

5.4 LA PRODUCCION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXiGENO (ROS) EN ISLOTES
PANCREATICOS Y EL RECEPTOR CANNABINOIDE CB1

Con vistas a estimar la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), los
niveles de anién superoxido en islotes fueron cuantificados por microscopia confocal,
usando el método del dihidroetidio (ver apartado 3.14 de materiales y métodos). Los
niveles de ROS han sido investigados tras el tratamiento in vitro con ligandos
cannabinoides, en islotes pancredticos de rata y ratén. Las ratas empleadas en este
estudio fueron ratas Wistar y los ratones se correspondian con la cepa C57BL/6).
También se ha evaluado la produccion de ROS en islotes pancreaticos aislados de
ratones pre-diabéticos y ratones controles.

Nuestros resultados muestran que, en condiciones de estimulacién aguda con alta
concentracion de glucosa, el contenido de ROS en islotes pancredticos de rata (Fig. 21)
y de ratdn (Fig. 23) fue menor que en condiciones de baja concentracion de glucosa.
Por otro lado, de manera similar los islotes de los animales pre-diabéticos mostraron
un menor contenido en ROS que los islotes de animales controles (Fig. 25). Otros
autores han encontrado un resultado similar en islotes pancreaticos de ratas obesas
alimentadas también con una dieta alta en grasa (Valle et al., 2011). En contraste,
estudios en modelos de glucotoxicidad y en islotes de ratas diabéticas han puesto de

181



Capitulo V. Discusion

manifiesto un incremento de ROS y del dafo oxidativo (Tanaka et al., 2002; Bindokas
et al., 2003). Las diferencias entre lo observado en estudios agudos o islotes
procedentes de modelos de pre-diabetes (nuestros experimentos) con respecto a
ensayos de glucotoxicidad o islotes de animales diabéticos pueden tener relaciéon con
la intensidad del dafio glucotéxico. En nuestros experimentos, la menor cantidad de
ROS detectada puede deberse a una eficiente actividad de los mecanismos para
contrarrestar el exceso de ROS en respuesta a alta glucosa, tanto en islotes
procedentes de animales sanos estimulados de manera aguda con glucosa como en
islotes de animales pre-diabéticos, mientras que modelos que usan una estimulacion
continua de glucosa o islotes muy dafados por la condicién diabética pueden ser
incapaces de contrarrestar ese dafio, observandose un incremento en ROS.

Con respecto a los mecanismos que pueden estar provocando la disminuciéon de ROS
en nuestros experimentos, estudios recientes han demostrado que el nivel de ROS
inducido por glucosa esta relacionado directamente con la actividad de la ruta de las
pentosas fosfato. Asi, los niveles de ROS descienden cuando la actividad de esta via
metabdlica se incrementa (Lenzen, 2008). Un incremento en la actividad de la ruta de
las pentosas fosfato conduce a un aumento del nivel de NADPH, lo que permite a su
vez mantener niveles elevados de glutation reducido (GSH), la principal molécula
antioxidante de la célula B (Rebelato et al., 2011; Newsholme et al., 2012). Creemos
que la actividad de esta via podria ser la responsable de la disminucidén de ROS que
vemos en nuestros experimentos.

Por su parte, la activacion de los receptores cannabinoides CB1 con el agonista
selectivo ACEA disminuyd el contenido de ROS en islotes pancredticos aislados de
ratas (Fig. 22A) y ratones (Fig. 24A y 24B) a bajas concentraciones de glucosa
(3.3mM). Ademas, este efecto desaparece cuando se hace una pre-incubacién con
rimonabant (Figs. 22B y 24B), sugiriendo que se trata de un efecto mediado por CB1.

Curiosamente, no hay efecto de la activacidon de CB1 sobre la produccién de ROS en
condiciones de alta glucosa (16.7mM; Fig. 22A). Esto podria tener relaciéon con el
hecho de que, al menos en roedores, los receptores CB1 estan mayoritariamente
expresados en células a (Juan-Picd et al., 2006; Starowicz et al., 2008; Bermudez-Silva
et al., 2009), que es un tipo celular principalmente activo en condiciones de baja
glucosa, mientras que en alta glucosa la menor expresién de CB1 en células B podria
llevar a una menor relevancia de CB1 sobre la produccién de ROS. Por tanto, los
receptores CB1 de los islotes pancreaticos podrian estar implicados en los mecanismos
gue modulan el estrés oxidativo en este tejido. En concreto, nuestros resultados
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sugieren que la sefalizacion mediada por los receptores cannabinoides podria
favorecer la reduccidn del dafio oxidativo inducido por ROS en condiciones de hiper-
activacion de la célula a. Interesantemente, en la diabetes tipo 2 existe también un
desajuste en la secrecidon de glucagdén que contribuye a la hiperglucemia (Spellman,
2007; Burcelin et al., 2008), y el papel de los receptores CB1 podria ser importante en
la reduccidén del estrés oxidativo relacionado con este desajuste.

Dado que los efectos farmacoldgicos de ACEA y rimonabant en islotes de ratas se
observaron sdélo en condiciones de baja glucosa, los experimentos realizados en islotes
de ratones C57BL/6J, tanto sanos como pre-diabéticos, fueron realizados solamente en
esta condicidn de baja concentracién de glucosa. Asi, el bloqueo de los receptores CB1
de los islotes pancredticos con rimonabant incrementé el contenido de ROS en islotes
pancreaticos aislados de ratones sanos (Fig. 24C), pero no de ratas (Fig. 22C). De este
modo, el rimonabant en islotes de ratdon se comportaria como un agonista inverso del
receptor CB1, produciendo una respuesta farmacoldgica opuesta a la del agonista
(ACEA) (Fig. 24C). En cambio, en islotes de rata, el rimonabant no muestra un efecto
per se. Esta diferencia entre islotes de rata y de ratén podria estar determinada por la
heterogeneidad interespecifica en su accion que muestran algunos farmacos
cannabinoides, lo cual podria tener relacion con diferencias de expresion de CB1 y/o
de otros receptores con sensibilidad a estos farmacos, como GPR55.

En cuanto a los experimentos sobre islotes de ratones pre-diabéticos, se investigd el
efecto del bloqueo de CB1 con rimonabant, dadas las numerosas evidencias que hay
sobre la mejora que aporta este farmaco al perfil diabético. Nuestros experimentos
muestran que rimonabant no induce un incremento en ROS en islotes de ratones pre-
diabéticos, como hace en islotes de ratones sanos (Fig. 25B). Por tanto, se observa
una respuesta diferente de rimonabant entre islotes sanos e islotes pre-diabéticos.

Seria interesante estudiar también el efecto del agonista del receptor CB1, ACEA, en
islotes de animales diabéticos, ya que el A’-THC (agonista de los receptores
cannabinoides), parece tener un efecto protector frente al estrés oxidativo en ratas
diabéticas (Coskun et Bolkent, 2014).

Desconocemos los mecanismos por los cuales la activacion de los receptores
cannabinoides CB1 podria disminuir ROS en los islotes pancreaticos. Sin embargo,
podria tener relacion con la expresion de CB1 en la mitocondria, la cudl ha sido
recientemente reportada y asociada a la disminucién de ROS en el hipotdlamo (Bénard
et al., 2012; Palomba et al.,, 2015). Curiosamente, la activacién de CB1 ha sido

asociada a un incremento de ROS en neuronas de regiones cerebrales no relacionadas
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con el control metabdlico (Bénard et al., 2012), y la disminuciéon de ROS en neuronas
hipotaldmicas, las cudles estdan implicadas en la regulacidn del balance energético
(Palomba et al., 2015). En otros tejidos de determinados modelos de enfermedad
cronica, donde se relaciona a estos receptores con el estrés oxidativo, se observa que
la activacion del receptor CB1 incrementa dicho estrés oxidativo, asi como que el
rimonabant revierte estos desajustes (Tiyerili et al., 2010; Mukhopadhyay et al., 2010;
Comelli et al., 2010; Rajesh et al., 2012).

En conjunto, nuestros datos sugieren que los receptores CB1 de los islotes
pancredticos participan en la modulacién de los niveles de ROS, en condiciones de
baja glucosa, de forma que al ser activados, disminuyen el contenido de ROS, lo que
nos lleva a sugerir que éste podria ser un mecanismo relevante para disminuir el
estrés oxidativo en la célula a. Adema3s, el efecto de rimonabant sobre ROS en islotes
de animales pre-diabéticos es diferente al que ejercen en islotes de animales sanos, lo
qgue sugiere que las alteraciones en la expresién de CB1 que se producen en la
obesidad y pre-diabetes podrian participar en los cambios en la homeostasis redox
gue se dan durante el desarrollo de esta enfermedad.

5.5 GPR55 Y SUPERVIVENCIA DE LA CELULA B

Existen numerosas evidencias que demuestran que los receptores
cannabinoides juegan un importante papel en los fendmenos de proliferacién y
apoptosis, lo que ha llevado a sugerir que la modulacién de estos receptores podria
ser una prometedora aproximacién terapéutica para combatir diversos tipos de cancer
(Nikan et al., 2016). Ademdas, CB1 ha sido implicado, entre otros tejidos, en los
fendmenos de proliferacidon y apoptosis que tienen lugar en los islotes pancreaticos
durante el desarrollo de la diabetes tipo 2 (Kim et al., 2011; Kim et al., 2012).

Asimismo, el papel de GPR55 ha sido ampliamente estudiado en el contexto del
cancer, dadas también la multitud de evidencias que apuntan a que su activacion
promueve la proliferacion asi como la participacidon en los fenémenos de invasividad
tumoral (revisado en Henstridge et al., 2011). Sin embargo, la participacién de GPR55
en los fendmenos de proliferacién y apoptosis que tienen lugar en el pancreas
endocrino durante el desarrollo de la diabetes tipo 2 no ha sido apenas estudiada.
Evidencias del grupo de la Dra. Persaud (Liu et al., 2014) apuntan en este sentido,
dado que los ratones carentes de GPR55 mostraron un incremento en la apoptosis de
las células del islote asi como una insuficiente proliferacidon en una situacién de alta
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demanda de insulina (Liu et al., 2014).

En esta tesis doctoral se ha estudiado la capacidad anti-apoptética de LH-21 y Abn-
CBD en islotes pancreaticos aislados, tanto de ratones como de humanos, tras
estimulacién de la apoptosis con un cdctel pro-apoptético de citoquinas. Ademas,
estos experimentos se han realizado también en islotes de ratones C57BL/6) GPR557
con idea de averiguar si los efectos encontrados estan mediados por GPR55. Tanto LH-
21 como Abn-CBD aumentaron notablemente la supervivencia en islotes de ratones
WT de GPR55 (Fig. 26A) y en islotes humanos (Fig. 26C), reduciendo la apoptosis en
presencia de citoquinas pro-apoptodticas. El efecto de ambos ligandos cannabinoides
fue abolido en los islotes de los ratones KO de GPR55 (Fig. 26B), sugiriendo que ambos
actdan a través de un mecanismo dependiente de GPR55 (Ruz-Maldonado et al.,
2015).

Estos resultados son coherentes con los obtenidos por el grupo de la Dra. Persaud,
sugiriendo que la activacién de GPR55 puede jugar un papel importante a la hora de
contrarrestar la apoptosis inducida por la diabetes en los islotes pancreaticos.
Interesantemente, este efecto protector se mantiene en islotes humanos. Por tanto,
compuestos como LH-21 y Abn-CBD, asi como otros que hagan diana en GPR55,
podrian ser Utiles para el manejo del dafio celular que se produce en el islote
pancreatico durante la diabetes tipo 2.
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Se ha desarrollado un modelo de obesidad y pre-diabetes en ratén, cuyas
alteraciones en la homeostasis de la glucosa se asemejan a la de sujetos pre-
diabéticos humanos, siendo por tanto, también, un modelo vdlido para el
estudio de las alteraciones que se producen en la patogénesis de la diabetes
tipo 2.

Los receptores CB1 modulan la actividad de las proteinas AKT, CREB y AMPK en
islotes pancredticos de ratones sanos y humanos, sugiriendo que los procesos
controlados por estas vias, como la proliferacion e incremento de la masa de los
islotes, estdn modulados por CB1.

La modulacién por CB1 de estas vias de sefalizacion esta disminuida o ausente
en los islotes de animales pre-diabéticos, lo que sugiere que podrian jugar un
papel en el desarrollo de diabetes tipo 2.

Los receptores GPR55, al igual que los CB1, modulan las vias AKT, CREB y AMPK
en islotes de ratones sanos, pero sdélo la via AKT en humanos, lo que indica que
hay diferencias inter-especie para GPR55. Al mismo tiempo, estos resultados
sugieren que LPI, ligando enddgeno de GPR55, podria utilizar la via de
sefalizacion AKT para producir sus efectos bioldgicos en los islotes
pancreaticos.

Los receptores CB1 y GPR55 modulan la movilizacién del Ca** intracelular y la
secrecion de insulina estimulada por glucosa (GSIS), en islotes pancreaticos de
ratones sanos y de humanos. Sin embargo, los resultados obtenidos en
experimentos de secrecion dindmica son diferentes a los de secrecion estatica.
Dado que los experimentos de secreciéon dinamica constituyen un disefio
experimental mas proximo a la situacién in vivo, cabria pensar que los
resultados obtenidos con esta metodologia reflejan con mas exactitud el papel
de estos receptores en la GSIS.

El ligando cannabinoide LH-21, a bajas concentraciones, incrementa la
movilizacién del Ca® intracelular y la GSIS en islotes de ratones sanos y
humanos y por lo tanto tiene un efecto potenciador sobre la secrecién de
insulina. Dichos efectos no se observaron en islotes de ratones knockout para el
receptor GPR55, por lo que estarian mediados por GPR55, y no por CB1 como
podria inicialmente pensarse.
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El agonista del receptor GPR55, Abn-CBD, aumenta la movilizaciéon del Cca*
intracelular y la GSIS en islotes pancredticos a través de mecanismos
dependientes e independientes de GPR55, mostrando que tiene un efecto
potenciador sobre la secrecidon de insulina, pese a ser considerado en la
literatura un agonista altamente selectivo de este receptor.

Los receptores cannabinoides CB1 y la via de sefializacion de mTORC1 (a través
de su diana p70S6K) estan funcionalmente conectados, modulando la GSIS en
los islotes pancreaticos. Ademas, esta interaccidon se encuentra alterada en
islotes de ratones pre-diabéticos lo que sugiere que contribuye a la
fisiopatologia de la diabetes tipo 2.

Los receptores CB1 de los islotes pancredticos participan en la modulacién del
contenido de ROS en los mismos, en condiciones de baja concentracion de
glucosa. Ademas, esta modulacién esta alterada en islotes de ratones pre-
diabéticos, sugiriendo que juega un papel en la fisiopatologia de la diabetes tipo
2.

Los ligandos cannabinoides LH-21 y Abn-CBD protegen de la apoptosis a los
islotes pancredticos, tanto de ratones como de humanos, y lo hacen en un
modo dependiente del receptor GPR55. Por tanto, podrian ser utiles para
combatir la muerte celular que se produce en el islote pancredtico durante la
diabetes tipo 2.
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