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Resumen






Introduccion.

El adecuado funcionamiento del eje neuroendocrino-metabdlico es crucial para el
mantenimiento de la homeostasis del organismo, de forma que los defectos de su regulacion
conducen con frecuencia a graves patologias, tales como la obesidad, anorexia o diabetes. En el
complejo proceso de modulacion de la homeostasis juega un papel esencial la regulacién precisa
de la secrecion de neuropéptidos y hormonas, pues su disfuncion puede provocar una liberacion
tanto excesiva como deficiente de estos factores que, a su vez, son la causa de desordenes
endocrino-metabdlicos. Asi, la regulacion de la homeostasis energética constituye en realidad
un complejo proceso en el que estan implicados diversos componentes tanto de origen central
(hipotalamo), como hipofisario y periférico (tejido adiposo, estémago, higado, pancreas,
gonadas, etc) que, en conjunto, forman un circuito regulador integrado. Ademas, en los Gltimos
afios viene recibiendo una atencién muy especial el sistema que regula la ingesta y las
patologias asociadas, como la obesidad y anorexia, debido a que estas patologias estan

aumentando a tasas epidémicas en todo el mundo.

La somatostatina (SST), es un péptido de 14 aminoacidos inicialmente aislado del hipotalamo
ovino por su capacidad para inhibir la secrecion de la hormona del crecimiento. Inmediatamente
tras su descubrimiento se encontrd que la somatostatina estaba ampliamente distribuida en
diferentes 6rganos y tejidos, especialmente en el pancreas y el tracto gastrointestinal, y que
gjerce una gama de acciones y funciones patofisioldgicas desde la inhibicion de secreciones
endocrinas hasta la neurotransmision, pero también ejerce el control de la motilidad intestinal, la
funcion pancreética, funcion inmune y crecimiento de las células tumorales. Esta capacidad
pleiotropica de la SST es debida a la amplia distribucion en el organismo de una familia de 5
receptores especificos de somatostatina con 7 dominios transmembrana (TMDs), llamados sst1-
sst, gque a veces estdn presentes simultdneamente e interaccionando funcionalmente en la
misma célula. Sin embargo, la accion pleiotropica de la somatostatina también se debe a la
existencia de un péptido muy similar de la misma familia, la cortistatina (CORT), descubierta
en 1996, que comparte 11 aminoacidos con la SST, posiblemente explicando asi la comparable
afinidad (nM) con la SST por los 5 sst. Aunque la CORT también fue inicialmente descubierta
en el cerebro y es especialmente abundante en el cértex, estudios posteriores han demostrado
que este neuropéptido esta también ampliamente distribuido en el organismo y puede imitar la
mayoria de las acciones endocrinas y no endocrinas de la SST. Realmente, las mayores
divergencias entre SST y CORT residen en la capacidad de esta ultima para controlar la

actividad locomotora y ejercer potentes acciones antiinflamatorias.

Por otro lado, la ghrelina, un péptido de 28 aminoacidos y acilado en su Ser-3, producido

fundamentalmente en el estomago y presente también en el hipotalamo, fue descubierto por su



capacidad para estimular la liberacion de GH a través del receptor para los secretagogos
sintéticos de GH (GHS-R). De forma similar a la SST, e inmediatamente tras su descubrimiento,
se demostrd que la ghrelina estaba presente en multitud de 6rganos y tejidos, y ejerce diferentes
acciones en condiciones normales y patoldgicas, desde la motilidad intestinal a la funcion
pancreatica, y de manera muy importante, en la regulacion de la homeostasis metabdlica, el
apetito y la ingesta.

La regulacion del eje neuroendocrino-metabdlico es crucial para el correcto mantenimiento de la
homeostasis del organismo, y sus defectos pueden producir graves patologias tales como
obesidad, anorexia o la diabetes tipo 2. Dada la relevancia clinica y elevada prevalencia de estas
patologias neuroendocrino-metabolicas, resulta esencial considerar su naturaleza multifactorial,
analizando los diferentes sistemas de regulacion implicados, y empleando modelos adecuados
para obtener una perspectiva global, conjunta e integrada, que nos aproxime a su naturaleza real.
En este contexto, la alteracion del sistema regulador integrado por SST, CORT, ghrelina y sus
receptores, pueden contribuir de manera relevante en la desregulacion celular y molecular del
pancreas endocrino en situaciones metabdlicas normales y extremas como en la obesidad y el

ayuno.
Objetivos.

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es investigar el papel ejercido por los diferentes
componentes del sistema SST/CORT/ghrelina y sus receptores (sstl-5, GHS-Rl1a) en
condiciones metabdlicas extremas como la obesidad y el ayuno. En particular, estableceremos el
perfil de expresidn basico, las funciones y la posible relevancia terapéutica de este sistema asi
como el de nuevos componentes del mismo identificados recientemente por nuestro equipo: los

receptores truncados sst5 TMD1, TMD2 y TMD4, y la variante de ghrelina, In2 ghrelina.
Para ello, la presente Tesis Doctoral propone los siguientes objetivos especificos:

1.- Establecer y caracterizar el perfil o patron de expresion basico a nivel pancreatico del
sistema SST/CORT/ghrelina y sus receptores (sst1-5, GHS-R,) en ratones normales y en ratones

sometidos a condiciones relacionadas con alteraciones metabélicas (obesidad y ayuno).

2.- Determinar el papel de la SST y la CORT en alteraciones metabo6licas como el ayuno y la

obesidad inducida por la dieta en ratones carentes de la expresion de CORT.

3.- Evaluar funcional y molecularmente los componentes concretos del sistema regulador
formado por SST, CORT, ghrelina y sus receptores, cuyos niveles se alteren sustancialmente en

respuesta a estados metabolicos extremos (obesidad y ayuno). Para ello, emplearemos cultivos



de islotes pancreaticos procedentes de ratones normales y carentes de CORT en los que

analizaremos su respuesta a condiciones a diferentes tratamientos farmacolégicos.
Material y métodos.

Para alcanzar los objetivos propuestos, en primer lugar se establecié una colonia de animales
C57BI/6 con genotipo WT y CORT-KO partiendo de una pareja inicial, comprobando en todo
momento el genotipo de las nuevas camadas mediante PCR convencional. Sobre este modelo se

realizé un andlisis morfoldgico mediante técnicas inmunohistoquimicas.

Con el fin de caracterizar funcionalmente el pancreas endocrino se analiz6 la expresion de
CORT, SST, ghrelina y sus receptores (sst1-5, GHS-R1a) a nivel pancreatico mediante PCR
cuantitativa en tiempo real (RT-PCRq). Para ello, se utilizaron ratones de la cepa C57BI/6 en
condiciones fisioldgicas normales (alimentacion normal; controles) con genotipo WT y CORT-
KO.

Para estudiar el efecto de alteraciones metabdlicas extremas (obesidad o ayuno) sobre la
caracterizacion funcional del pancreas, los animales fueron sometidos a variaciones en su
alimentacion diaria mediante dieta. Ademas, este analisis se realiz6 en ambos genotipos para
comparar el impacto que provoca la pérdida de CORT en el pancreas en estados
fisiopatoldgicos. En la condicién de obesidad (D10O), la dieta alta y baja en grasa (HFD y LFD)
se suministr6 ad libitum a ratones jovenes y adultos (durante 16, y 13 y 38 semanas
respectivamente). Los distintos grupos experimentales se mantuvieron bajo observacién desde
el inicio de la dieta correspondiente hasta el momento del sacrificio. En el caso de los ratones
sometidos a condiciones de ayuno, se suprimio el suministro de la dieta estandar durante las 24
y 48 horas anteriores al sacrificio, mientras que los animales control recibieron una alimentacion
diaria normal ad libitum en todo momento. En ambos disefios experimentales (obesidad y
ayuno), el sacrificio de los animales se realizd por decapitacién y el pancreas se proceséd e
inmediatamente congel6 en nitrégeno liquido hasta el momento de medir la expresion génica
mediante RT-PCRq.

Con el fin de estudiar a nivel de islotes pancreéaticos el sistema regulador formado por SST,
CORT, ghrelina y sus receptores, en primer lugar se procedi6 a aislar los islotes de Langerhans
del resto del pancreas exocrino, usando técnicas de cultivo celular. En ellos se estudio la
expresion génica de los sistemas objeto de estudio mediante RT-PCRqg. Del mismo modo,
también se estudio la respuesta a nivel de islotes pancreéaticos (tanto de ratones normales como

de carentes de CORT) a distintos tratamientos experimentales.



Resultados.

En primer lugar el estudio morfoldgico no revel6 diferencias significativas a nivel pancreatico
entre los distintos genotipos estudiados (WT vs CORT-KO). Por otro lado, el analisis de los
datos de expresion de los sistemas objeto de estudio en pancreas total e islotes pancreéticos
confirmo que de los componentes del sistema SST, tan solo la SST y el sst2 se ven modificados
por la ausencia de CORT. Por el contrario, se vio disminuida la expresion de algunos
componentes del sistema ghrelina (GHS-R y GOAT) en ratones macho, mientras que la falta de

CORT no alter6 el nivel de otras hormonas como insulina y glucagon.

En el experimento de obesidad inducida por la dieta (DIO) durante la etapa adulta en ratones
WT durante 13 semanas, la expresion de la mayor parte de los componentes del sistema SST
permanecio invariable, excepto el receptor truncado TMD1 cuyo nimero de transcritos aumento
significativamente. En relacién al sistema ghrelina se produjo un aumento en la expresion de
GHS-R, y con respecto a otras hormonas pancreaticas de gran relevancia, observamos un
aumento significativo de la expresion de insulina. Por otro lado, la DIO durante la etapa infantil
(16 semanas) provocO un mayor nimero de cambios significativos en la expresion de varios
componentes de estos sistemas a nivel pancreatico. Asi, ademas de modificarse el receptor
truncado sst5 TMDL, curiosamente también se observé un aumento en la expresion del receptor
sst2 en animales obesos, observando que la falta de CORT en el animal prevenia la
sobreexpresion del sst2. Por su parte, los componentes del sistema ghrelina también aumentaron
su expresion en el pancreas de ratones macho obesos. No obstante, en ausencia de CORT, todos
los componentes estudiados del sistema ghrelina vieron reducida su expresion
significativamente. Por ultimo, del mismo modo a lo observado en los otros sistemas, el nivel de
expresion de insulina se vio incrementado significativamente en animales WT obesos, aumento

gue no se produjo en ausencia de CORT endodgena.

Bajo las distintas condiciones de ayuno se ha comprobado que el sistema SST ha visto reducido
el nimero de transcritos de los genes SST (24 y 48 horas de ayuno) y sst2 (24 horas),
principalmente en los ratones macho. Con respecto al sistema ghrelina, las condiciones de
ayuno estudiadas mantuvieron invariables los niveles de expresion de ghrelina pancreética.
Ademas, se observo una reduccion en el nimero de transcritos de insulina en las hembras, pero
no en los machos, y un aumento de expresion del glucagon transcurridas 24 o 48 horas de dicha

condicion.

A nivel de islotes pancreaticos, la falta de CORT en el animal ha modificado los componentes
del sistema SST vy del sistema ghrelina del mismo modo que lo observado a nivel de pancreas
total, excepto en el caso de la enzima GOAT, que a nivel de islotes pancreaticos ha permanecido

invariable. Por el contrario, el namero de transcritos de insulina y glucagén a este nivel se ha



visto reducida como consecuencia de la ausencia total de CORT. Por ultimo, el tratamiento con
CORT-14 a los islotes pancreaticos en cultivo ha provocado una reduccion significativa del
nivel de ghrelina en el genotipo carente en CORT y un aumento en la expresion de insulina
cuando se traté con CORT a los islotes procedentes de animales WT.

Conclusiones.

Estos resultados contribuyen a un mejor conocimiento del papel de estas hormonas en la
funcion del pancreas y de su importancia en problemas fisiopatol6gicos de tanta relevancia
como la obesidad o la diabetes. De este modo, las conclusiones de esta Tesis Doctoral son las
siguientes:

1. La expresion constitutiva de SST y su receptor sst2 se ve alterada a nivel pancreatico por la
ausencia de CORT asi como bajo determinadas situaciones metabdlicas adversas (ayuno y
obesidad).

2. Laexpresion pancreatica del sistema ghrelina aumenta significativamente en condiciones de
obesidad inducida por dieta a nivel pancreatico.

3. Laausencia de CORT enddgena previene la sobreexpresion de los componentes del sistema
ghrelina a nivel pancreético.

4. La ausencia de CORT enddgena previene o impide la elevada secrecion de insulina
(sintesis y liberacion) que es caracteristica de situaciones de obesidad, lo cual sugiere que la
CORT enddgena puede jugar un papel relevante en la funcién pancretica en situaciones

normales y pato-fisioldgicas.
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Introduction.

The proper functioning of the neuroendocrine-metabolic axis is crucial for the maintenance of
the homeostasis, thus defects on its regulation often lead to serious diseases, such as obesity,
anorexia, or diabetes. In the complex homeostasis modulation process, precisely secretion of
neuropeptides and hormones regulation play an essential role, since their dysfunction can cause
both excessive and inadequate release of these factors which, in turn, are the cause of endocrine-
metabolic disorders. Thus, the energy homeostasis regulation is actually a complex process in
which various components of the central system (hypothalamus) pituitary and peripheral tissues
(adipose tissue, stomach, liver, pancreas, gonads, etc) are implicated, and all together form part
of an integrated regulator circuit. In addition, in recent years the system regulating food intake
and associated diseases, like obesity and anorexia, comes receiving special attention since these

diseases are increasing at epidemic rates worldwide.

Somatostatin (SST), is a 14 amino acid peptide originally isolated from sheep hypothalamus by
its ability to inhibit the growth hormone secretion. Immediately after its discovery it was found
that somatostatin was widely distributed in different organs and tissues, especially in the
pancreas and the gastrointestinal tract, and that it exerts a range of actions and pathophysiologic
functions, from inhibition of endocrine secretions to neurotransmission, but also carries out the
control of intestinal motility, pancreatic function, immune function and growth of tumor cells.
Such pleiotropic capacity of SST is due to the wide distribution in the organism of a family of 5
specific SST receptors with 7 transmembrane domains (TMDs), called sstl-sst5, which
sometimes are present simultaneously and functionally interacting in the same cell. However,
the pleiotropic action of SST is also due to the existence of a very similar peptide of its same
family, cortistatin (CORT), discovered in 1996, which shares 11 amino acids with SST, thus
explaining their comparable binding affinity (nM) with the 5 receptors of SST. Although CORT
was also initially discovered at the brain and is especially abundant in the cortex, subsequent
studies have shown that this neuropeptide is also widely distributed in the organism and can
imitate most of endocrine and not endocrine SST actions. Effectively, the biggest divergence
between SST and CORT reside in the latters capacity to control the locomotive activity and

exert powerful anti-inflammatory actions.

On the other hand, ghrelin, a peptide 28 amino acids and acilated in its Ser-3, produced
primarily in the stomach and present also in the hypothalamus, was discovered by its ability to
stimulate the release of GH through the GH synthetic secretagogues receptor (GHS-R).
Similarly to SST, and immediately after its discovery, it was showed that ghrelin was present in
many organs and tissues, and exerts different actions under normal and pathological conditions

from the intestinal motility to the pancreatic function, and very importantly, in the regulation of



metabolic homeostasis, appetite and food intake. Regulation of neuroendocrine-metabolic axis
is crucial for the correct maintenance of the homeostasis in the organism, and its dysfunction
can cause serious diseases such as obesity, anorexia, or type 2 diabetes. Given the clinical
relevance and high prevalence of these neuroendocrine-metabolic pathologies, it is essential to
consider its multifactorial nature, analyzing different regulatory systems involved, and using
appropriate models to obtain a joint, integrated and global perspective which can approximate
us to their real nature. In this context, alteration of the regulatory system formed by SST,
CORT, ghrelin and its receptors can contribute in a relevant way in the molecular and cellular
deregulation of the endocrine pancreas in metabolic normal and extreme situations such as

obesity and fasting.
Objectives.

The general objective of this PhD Thesis is to investigate the role exerted by different
components of SST/CORT/ghrelin systems and its receptors (sst1-5, GHS-R1a) in extreme
metabolic conditions such as obesity and fasting. In particular, we will establish a basic
expression profile, functions and the possible therapeutic relevance of these systems, as well as
recently identified components by our team: the truncated receptors sst5 TMD1, TMD2 and
TMD4, and the ghrelin variant, In2 ghrelin.

For this purpose, this PhD Thesis propose the following specific objectives:

1.- To establish and characterize the expression profile at the pancreatic level of components
formed by SST/CORT and ghrelin systems in CORT-knockout mice (CORT-KO) and their
respective control in normal conditions and in animals subjected to obesity and fasting
conditions.

2.- To determine the role of SST and CORT at the pancreatic level in metabolic disturbances, as
nutritional deficiency (fasting) and obesity induced in mice lacking expression of CORT.

3.- To evaluate molecularly and functionally components of the regulatory system comprising
SST/CORT, ghrelin and its receptors in the modulation of the endocrine pancreatic function in
islets from WT and CORT-KO mice in response to CORT treatments and under conditions of

obesity.

Material and methods.

To achieve proposed objectives, it was established a WT and CORT-KO mice colony (C57BI1/6
mice), starting from an initial couple, ensuring at all times the new litters genotype by
conventional PCR. Additionally, on this model was carried out a morphological analysis using

immunohistochemical techniques.



In order to characterize the endocrine pancreas function, it was analyzed the expression of
CORT, SST, ghrelin and its receptors (sstl-5, GHS-R1a) at the pancreatic level by using
guantitative Real Time PCR (RT-PCRq). Thus, WT and CORT-KO mice were used in normal
physiological conditions (normal feeding; controls).

To study extreme metabolic disorders effects (obesity, or fasting) on the functional
characterization of the pancreas, animals were subjected to variations in their daily feeding
through diet. In addition, this analysis was carried out in both genotypes to compare the impact
of the absence of CORT in the pancreas under pathophysiological situations. In the condition of
obesity (DIO), high and low fat diets (HFD and LFD) was supplied ad libitum to young and
adult mice (during 16, and 13 and 38 weeks respectively). Experimental groups were kept under
observation since the beginning of the corresponding diet until the time of sacrifice. In the case
of mice submitted to fasting conditions, standard diet provision was deleted during 24 and 48
hours prior to sacrifice, while control animals received a normal daily diet ad libitum at all
times. In both experimental designs (obesity and fasting), animal sacrifice was carried out by
decapitation and pancreas was processed and immediately frozen in liquid nitrogen until the

moment of the gene expression measure using RT-PCRq.

In order to study at the pancreatic islets level the regulatory system consisting of SST, CORT,
ghrelin and their receptors, it was isolated islets of Langerhans from the rest of the exocrine
pancreas, using cell culture techniques. Then, it was studied these systems gene expression by
RT-PCRg. Similarly, we also studied the response at the pancreatic islets level (both normal and

CORT-KO mice) to different experimental treatments.
Results.

Firstly the morphological study revealed no significant differences at the pancreatic level
between WT vs CORT-KO genotypes. On the other hand, the analysis in total pancreas and
pancreatic islets of these system expression confirmed that only SST and its receptor sst2 in the
SST system were modified by the absence of CORT. By contrast, some ghrelin system
components expression was decreased (GHS-R and GOAT) in male mice, while the lack of

CORT in mice did not alter other hormones level expression, such as insulin and glucagon.

In the experiment of diet induced obesity (DIO) during the adult stage in WT mice for 13
weeks, the expression of most of components of SST system remained unchanged, except the
truncated receptor sstb TMD1 whose transcripts increased significantly. With reference to
ghrelin system it was produced an increased of the GHS-R expression, and with respect to other
relevance pancreatic hormones, we observed a significant increase in the expression of insulin.

On the other hand, DIO during the childhood stage (for 16 weeks) resulted in a greater number



of significant expression changes of several components of these systems at the pancreatic level.
Thus, beyond changes produced in the truncated receptor sst5 TMD1, interestingly also noted
an increase of the sst2 expression in obese mice, noting that the lack of CORT in the animal
prevented the sst2 over-expression. For its part, the ghrelin system components also increased
its pancreatic expression of male obese mice. However, in the absence of CORT, all studied
components of ghrelin system showed a significantly expression reduction. Finally, similarly to
that is observed in other systems, the expression level of insulin was significantly rise in WT
obese animals, increase that did not occur in the absence of endogenous CORT.

Under different fasting conditions it was found a reduction of the SST gene expression, under
24 and 48 hours of fasting, and the sst2 expression under 24 hours, mainly in male mice. With
respect to the ghrelin system, fasting conditions studied kept unchanged the pancreatic ghrelin
levels expression. In addition, it was observed an insulin transcripts diminution in females but

not in males, and an increase in expression of glucagon within 24 or 48 hours of this condition.

At the pancreatic islets level, lack of CORT in the animal did not change SST and ghrelin
system results observed in the total pancreas, except for the enzyme GOAT, which has remained
unchanged in pancreatic islets. On the contrary, the number of transcripts of insulin and
glucagon to this level has been reduced as a result of the total absence of CORT. Finally,
pancreatic islets maintained in culture treated with CORT-14 showed a significant reduction in
the ghrelin level in COR-KO mice, while the expression of insulin was increased when the WT
islets were treated with CORT.

Conclusions.

These results contribute to a better understanding of these hormones roles in the pancreatic
function and of its importance in relevance pathophysiological problems such as obesity or

diabetes. In this way, the conclusions of this PhD Thesis are:

1. Pancreatic expression of SST system components is not altered by the absence of CORT or
under conditions of obesity induced by a high fat diet, except the receptor sst2, which could be
involved in the regulation of the CORT of pancreatic function.

2. Pancreatic expression of ghrelin system increases significantly in terms of diet induced
obesity.

3. Absence of endogenous CORT prevents the pancreatic over-expression of ghrelin system
components under obesity conditions.

4. Absence of endogenous CORT prevents the high secretion of insulin (synthesis and release)
that is characteristic of obesity situations, suggesting that endogenous CORT may play a

relevant role in pancreatic function in normal and pathophysiological situations.
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Introduccion

1. Introduccién

1.1.  El pancreas endocrino.

El pancreas es un 6rgano mixto situado detras del estomago, que se encuentra adherido al bazo
y al intestino. La parte exocrina de dicho 6rgano esta formada por células ductales y acinares
que producen y vierten al duodeno una serie de hormonas que intervienen en la digestion. Su
funcién endocrina se localiza en agrupaciones de células aisladas del tejido exocrino,
denominados los islotes de Langerhans, los cuales constituyen del 1-5% del pancreas total en
funcion de la especie.

A pesar de haberse descrito hasta 20 tipos celulares dentro de cada islote pancreatico,
principalmente se compone de 5 tipos de células secretoras de hormonas: las denominadas
células alfa productoras de glucagon, las células beta productoras de insulina, las células delta
productoras de SST, las células PP productoras del polipéptido pancreatico o las ya establecidas
células épsilon productoras de ghrelina (Fig.1) (Wierup et al., 2002; Prado et al., 2004; Cabrera
et al., 2006).

Pancreas

Acino
pancreatico

Islote de Langerhans

Red de capilares

| Islote de Langerhans |

Células alfa (P)
Células beta (C)
Células épsilon (P)
Células PP (P)

Células delta (P)

Fig. 1. Imagen del pancreas exocrino y endocrino, asi como de los tipos celulares y su distribucion en
un islote pancreético de raton (P:zona periférica; C: zona central). El color rojo representa las células
beta, el verde las células alfa y el azul las células delta. Foto modificada de Cabrera et al., 2006, PNAS.
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La forma y distribucion celular dentro del islote pancreatico también varia entre especies. De
este modo, mientras en roedores el islote posee una morfologia esférica donde las células beta se
distribuyen en el nicleo, encontrandose en la periferia las células alfa, delta, PP y épsilon (Fig.
1), por el contrario, en humanos la forma es mas irregular y la distribucion celular es mas
heterogénea. En todos los casos, las células delta, PP y épsilon son las menos numerosas
(Cabrera et al., 2006).

La proporcion de los distintos tipos celulares dentro del islote también depende de la especie.
En humanos, los islotes contienen menor proporcion de células beta que en ratones, sin embargo
poseen mayor nimero de células productoras de glucagon (Cabrera et al., 2006). Asi, en
humanos las células beta constituyen un 60% y las alfa un 30% del total, mientras que en el
islote de raton se ha descrito un 70% y un 20% de células beta y alfa respectivamente (Cabrera
et al., 2006). Por otro lado, la distribucidn de los islotes depende de su localizacion a lo largo
del pancreas, encontrando en la cabeza mas densidad de islotes de pequefio tamafio, mientras

gue en la cola son menos numerosos pero de mayor tamafio (Cabrera et al., 2006).

Las interacciones existentes entre estos tipos celulares han sido ampliamente descritas por
diversos autores, demostrando que se produce una regulacién autocrina y paracrina dentro del
islote (Lammert, 2009) (Fig. 2). De este modo, la insulina de la célula beta es capaz de inhibir la
secrecion de la célula alfa productora de glucagon mediante una regulacion paracrina, ademas
de estimular o inhibir su propia secreciéon. El glucagén por otro lado, puede activar la
produccion de insulina o de SST de las células beta o delta respectivamente. Ademas esta bien
establecido el papel inhibidor de la SST sobre la célula beta y de la alfa, relacion que se tratara

en el apartado 4.1.

gh ==

Célula épsilon |:-> @\ PP

GHRELINA ,
Célula beta
INSULINA

ﬂ-

== == s »
ecrecion
Iﬂ: exocrina
L

céluaatfa \ T/ célula dela
GLUCAGON <:I SST

Fig.2. Representacion esquemética de la interaccion entre hormonas endocrinas en el islote pancreético.
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La insulina es la principal hormona reguladora de la homeostasis del metabolismo, haciendo
posible el abastecimiento de la glucosa necesaria a las células de distintos tejidos para sus
necesidades energéticas. Su papel consiste en incorporar la entrada de glucosa en células de
tejidos adyacentes como musculo, higado y tejido adiposo favoreciendo rutas bioguimicas como
glucdlisis y la formacion de glucégeno. De este modo, hace disminuir los niveles de glucosa
circulantes y lo cual ayuda a mantener la homeostasis de la glucosa en el organismo (Fig.3).

El glucagdn, es junto con la insulina, otra hormona responsable en el mantenimiento de los
niveles adecuados de glucosa en plasma. Su papel consiste en aumentar los niveles de glucosa
mediante la activacion en el higado de la glucogenolisis y asi aumentar la produccion de glucosa
hepatica (Fig.3).

PANCREAS
stimulacién de > ;&:@{;i Estimulacién de \
las células B @ g las células a Gl
Glucosa . ucosa
sangre
sangre
| iNnsuunA | | GLUCAGON |
Efecto hipoglicémico Efecto hiperglicémico
¥ Py | |
Gluc a = o’Glicerol
Fostato
’ GGP: _

Gu&'{m
Pﬁ'uva;p \

‘;ﬂl‘m « *.(

-

TEJIDO ADIPOSO

HiIGADO

MUSCULO

Fig. 3. Regulacién bioquimica de la insulina y el glucagdn sobre el metabolismo de la glucosa en el organismo.

El polipéptido pancreético (PP) realiza una funcion reguladora de la secrecion exocrina. Con
respecto a la SST y la ghrelina, por ser objeto de nuestro estudio se les dedicara un apartado

detallado a continuacion (Apartados 2 y 3).
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2. Sistema Somatostatina/Cortistatina.

2.1. Somatostatina y sus receptores.

La Somatostatina (SST) se aisl6 inicialmente a partir del hipotdlamo bovino como un péptido de
14 amino&cidos capaz de inhibir la produccion de la hormona del crecimiento (GH) (Brazeau et
al., 1973). Sin embargo, ademas de la SST-14, el precursor del gen de la SST (prepro-SST)
también puede generar otra isoforma extendida en su extremo amino, formada por 28
aminoacidos (SST-28). Ambas isoformas comparten su secuencia, incluyendo la parte formada
por los aminoacidos Phe-Trp-Lys-Thr, de crucial importancia para la unién a sus receptores y
un puente disulfuro entre dos cisteinas responsable de su estructura ciclica (Pradayrol L et al.,
1980) (Fig.4).

ARG
i @
.S &
Csepmerg(mn

SN I YD) DA D3

@
i
SST-28 (19

RS STy

SST-14

Fig.4. Esquema representativo de la secuencia aminoacidica de la SST-14.

Tanto la SST-14 como la SST-28 se encuentran ampliamente distribuidas por el organismo, sin
embargo la presencia y abundancia de su expresion dependen del tejido. De esta forma, en el
hipotalamo se produce hasta 4 veces mas el péptido de 14 aminoécidos (Patel, 1999), mientras
que en el intestino es mayoritaria la SST-28 (Patel, 1999), existiendo otros tejidos como
estdmago, retina o islotes pancreaticos donde so6lo esta presente la isoforma corta, SST-14. En
conjunto, la SST se encuentra extensamente expresada a lo largo del sistema nervioso central
(SNC) y en gran parte de los tejidos periféricos, ejerciendo funciones generalmente de caracter

inhibitorio sobre la secrecion endocrina y exocrina, neuromodulacion, neurotransmision,
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motilidad gastrointestinal, sobre la funcion del sistema inmune o la funcion pancreatica (Patel,

1999), que se detallaran en el Apartado 2.4.

Las acciones bioldgicas que desempefia la SST estan mediadas por la asociacion con los
receptores de somatostatina (sst1-5), una familia de cinco receptores asociados a proteinas G,
que estan formados por 7 dominios transmembrana (7TMD) (Moller et al., 2003; Gahete et al.,
2010a), como se representa en la Fig. 5A. La unién del ligando a estos receptores activa una
serie de rutas de sefializacion intracelular, entre las que destaca la inhibicion del AMP ciclico
(AMPc) y la movilizacion de los canales de calcio, dos de los segundos mensajeros mas
involucrados en la liberacion hormonal, asi como en otras multiples funciones (Patel, 1999).
Estos receptores pueden estar presentes en el mismo tipo celular y tienen la capacidad de
interaccionar entre ellos, formando homo- o heterodimeros, activando de este modo distintas

rutas de sefializacion (Durén-Prado et al., 2009).

Ademas de los cinco receptores sst1-sst5, se ha descrito la existencia de variantes truncadas de
algunos de ellos. Concretamente, se ha identificado una isoforma del receptor sst2, denominada
sst2b, que al igual que la forma original del receptor (sst2a) tiene 7TMD. Sin embargo la
secuencia del sst2b es mas corta en su extremo carboxilo terminal, lo cual compete a la

sefializacidn de cascadas intracelulares (Vanetti et al., 1992).

Por otro lado, también se han descubierto nuevas variantes del receptor sst5 con capacidad de
union a la SST y de generar respuestas celulares como la movilizacidn de calcio o los niveles de
AMPc. Se ha demostrado su presencia en distintas especies, asi en humanos existen dos
variantes del sst5 compuestos por 5y 4 TMD (sst5TMD5 y sst5TMD4), mientras que en
roedores se han descrito el sst5TMD4, sst5TMD2 y sst5TMD1 de 4, 2 y 1 TMD
respectivamente (Fig. 5B, C y D). Estas nuevas isoformas estan presentes en numerosos tejidos
(Fig. 5), aungue hasta el momento se desconoce su papel a nivel fisiol6gico (Duran-Prado et al.,
2009; Cordoba-Chacon et al., 2010). Sin embargo, cabe destacar que estudios recientes han
demostrado que estas variantes truncadas se encuentran presentes en cierto tipo de tumores,
relacionando su presencia con un mal pronéstico de la enfermedad (Duran-Prado et al., 2009;
Duran-Prado et al., 2012).
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Fig. 5. Representacion de los receptores sst5 de raton truncados sst5TMD4, sst5TMD?2 y sst5TMD1, indicando los
tejidos donde se ha descrito su expresion (mMRNA). (HPT: hipotalamo; HIP: hipdfisis; GIT: tracto gastrointestinal).
Modificado de Cérdoba-Chacon et al., 2011.

2.2.  Acciones biologicas de la Somatostatina.

A parte de en hipotalamo, la presencia de SST se ha descrito en diferentes zonas del SNC, asi
como en numerosos tejidos periféricos. La gran distribucion tanto de la SST como de sus
receptores sstl-sst5 justifica su amplio campo de accion, basado generalmente en el efecto

inhibitorio que ejerce sobre numerosos tejidos diana, como se resume en la Fig. 6.

Conocida inicialmente por ser un represor de la liberacion de la GH, actualmente se sabe que la
SST ademas ejerce un papel modulador en la secrecién endocrina de maltiples tejidos (Reichlin,
1983; Patel, 1999; Moller et al., 2003; Gahete et al., 2010a). Asi, en el eje hipotalamo-
hipofisario es capaz de actuar sobre la liberacién de prolactina (PRL), corticotropina (ACTH) y
tirotropina (TSH). Las funciones endocrinas de la SST también se extienden al tracto
gastrointestinal inhibiendo la liberaciébn de hormonas como la gastrina, secretina,
colecistoguinina (CCK), ghrelina, motilina, péptido intestinal vasoactivo (VIP), péptido
inhibidor gastrico (GIP), neurotensina o pepsina, (Patel, 1999; Moller et al., 2003; Olias et al.,
2004). A nivel pancreatico, la SST actla como un potente inhibidor de la liberacion de
hormonas como la insulina, el glucagoén o el polipéptido pancreatico (PP), (Broglio et al., 2002;
Gahete et al., 2008; Chanclén et al., 2012), participando de este modo en la regulacion de la

homeostasis metabdlica (Fig. 6).
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No obstante, a pesar de su clasica funcién inhibidora sobre diferentes hormonas, recientemente
ha observado que la liberacién de GH es dependiente, ya no so6lo de la dosis, sino ademés de la
especificidad de union a receptores (Cérdoba-Chacon et al., 2012a).

En cuanto a la accion que ejerce este péptido sobre glandulas exocrinas destaca su papel
inhibidor sobre la glandula salivar, acinos pancreaticos o la mucosa intestinal, entre otros
(Corleto, 2010).

Por otro lado, este péptido también posee la capacidad de regular procesos de neurotransmision
en el SNC, inhibiendo la liberacion de dopamina o norepinefrina, causando asi efectos sobre
funciones sensoriales, locomotoras y cognitivas (Dournaud et al., 1995; Patel, 1999; Gahete et
al., 2008; Luque et al., 2008). De hecho, se ha demostrado que cambios en los niveles de SST y
sus receptores a este nivel estan relacionados con enfermedades neurodegenerativas, tales como
el Alzheimer o el Parkinson (lonov, 2008; Epelbaum et al., 2009; Weiner et al., 2012).

Mas alla de su papel como neuromodulador y regulador de la funcién endocrina o exocrina, la
SST puede retrasar el vaciado gastrico tardio, acelerar el vaciado gastrico temprano y aumentar

el tiempo de transito por el intestino delgado (Moller et al., 2003).

El sistema inmune también se encuentra regulado por la SST, controlando negativamente la
respuesta secretora de basofilos, monocitos e inmunoglobulinas, y regulando la proliferacién de
linfocitos T y B, de un modo dosis-dependiente (Krantic et al., 2004). Este tipo de regulacion,
también se ha observado en otros tejidos como el cardiovascular, donde la alta o baja
concentracién de SST provoca una respuesta positiva o negativa de la contraccion ventricular de

cardiomiocitos (Murray et al., 2001).

Asimismo, este péptido estd despertando un especial interés, ya no s6lo por su papel en
condiciones fisioldgicas normales, sino también en relacion con procesos de regulacion tumoral
o0 en enfermedades de gran incidencia en la poblacion (Klaff LJ, 1987; Strowski & Blake, 2008;
Tzotzas T, 2008). Debido a que la respuesta que genera es dependiente del tipo celular, del
receptor y de la concentracion a la que actuda, se hace visible el amplio abanico de posibilidades

del papel que la SST puede desempefiar.
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Fig. 6. Acciones bioldgicas de la SST.
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2.3. Cortistatina y sus receptores.

Algo méas de dos décadas después del aislamiento de la SST, se descubrid la Cortistatina
(CORT), un neuropéptido de 14 aminoacidos que sorprendié por su semejanza estructural con la
SST-14 (de Lecea et al., 1996; Tostivint et al., 2006 ). Tal similitud podria deberse a que pese a
estar codificados por genes diferentes, ambos comparten un ancestro evolutivo comin
(Tostivint et al., 2006 ; Gahete et al., 2010a). Ademas, al igual que la SST, el precursor del gen
de la CORT también puede generar varias isoformas biolégicamente activas en las distintas
especies donde ha sido identificado. La forma corta formada por 14 aminoacidos, CORT-14, es
comun en rata y raton, existiendo un analogo de 17 aminoacidos en humanos (CORT-17). Otra
isoforma mas larga, la CORT-29, se observa en rata y humano, pero no en ratén. La semejanza
estructural entre la CORT con la SST es evidente en ambas isoformas. De este modo, la CORT -
14 comparte 11 de los 14 aminoacidos que forman su estructura con la SST-14 (Fig. 7), al igual
que la CORT-29 también presenta una alta homologia con la SST-28 (Spier & de Lecea, 2000).
Incluso, sus isoformas comparten los cuatro aminoacidos que forman el conjunto denominado
FWKT, imprescindible para la union especifica y activacion de los receptores de SST y el
enlace S-S que proporcionan la estabilidad necesaria para mantener la estructura ciclica de la
molécula (Fig. 7).

(Na )‘Gry)'c:ys)Lys)Asn)Phg @ {'Pro)'(;ysILys)Asn)'Ph? Ph
1"Tr9 ‘Trp

SST-14 s (Lys CORT-14 U:_g

l -
t@@@a@ Th ( Lys'Cys' SeD'Ser]'PheYThr

—Cn
—ry —Cr)

(I

SST-28 : r Lys)
'leg Ser] Thﬁ Phg T‘h)

DI NSRS AHD DB
i

_Lys) Cys) Ser) Ser)Ph T_hD

i
CORT-29 ! i)

Fig. 7. Representacion esquematica de las secuencias aminoacidicas de SST-14 y CORT-14 en
roedores.
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La cortistatina fue inicialmente descubierta en el cortex cerebral de rata (de Lecea et al., 1996),
como su nombre refleja, pero la CORT al igual que la SST, esta altamente distribuido a lo largo
del organismo en multiples tejidos. Incluso, ademéas de la equivalencia que ambos péptidos
poseen en su estructura y distribucion, también la CORT comparte con la SST muchas de sus
propiedades funcionales (Broglio et al., 2008; Gahete et al., 2008). Esto es debido a la afinidad
subnanomolar que posee la CORT por la unidn a los cinco receptores sst1-sst5. Igualmente, se
ha demostrado que la CORT también actia mediante su union a los receptores truncados de
SST, sst2b y algunas variantes del receptor sst5 (Fig.8) (Csaba et al., 2001; Coérdoba-Chacoén et
al., 2010).

Sin embargo, la CORT pero no la SST, puede unirse a otros receptores diferentes a los de SST
(Fig. 8). Entre ellos se encuentran el MrgX2 (Robas et al., 2003), un receptor huérfano muy
expresado en neuronas del ganglio de la raiz dorsal presente en algunos primates, y el GHS-
R1a, un receptor de secretagogos de la GH altamente distribuido, cuyo ligando natural es la
ghrelina en su forma acilada (AG) (Kojima et al., 1999; Deghenghi R, 2001; Robas et al.,
2003). La union de la CORT a estos receptores podria explicar las diferencias farmacoldgicas
existentes entre SST y CORT que se detallaran en el Apartado 2.2.
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(ngfenis)culerdlsedadteng spsedlcy)
l.VaI ?_o
Gln LysjGlu S
| ‘)‘)A‘g‘yg‘ﬂy o — CHSRLS
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H

Fig. 8: Esquema de la unién de SST-14 y CORT-14 a sus receptores.
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2.4.  Acciones bioldgicas de la Cortistatina.

La CORT se descubri¢ inicialmente por ser capaz de deprimir la actividad neuronal del cortex y
de actuar sobre la actividad moduladora del suefio (de Lecea et al., 1996). Asi, interviene
directamente sobre neuronas piramidales que provocan un aumento en la produccion de ondas
de suefio lentas, y como consecuencia un aumento en la eficiencia del suefio (Spier & de Lecea,
2000). No obstante, también se han descrito otras funciones neuromoduladoras de la CORT,
provocando una disminucion en la retencion de memoria y en la actividad de aprendizaje (Fig.
9) (Flood et al., 1997).

Por otro lado, la CORT también acttia como regulador de secreciones endocrinas. De este modo,
a nivel hipotalamico-hipofisario provoca una disminuciéon en los niveles de GH basal y
estimulada asi como en los niveles de ACTH y PRL (Fig. 9), del mismo modo que actla la SST
(Broglio et al., 2002; Luque et al., 2008). A pesar de ello, estudios recientes han descrito que la
CORT ejerce un papel estimulador de la liberacién de PRL a través del receptor GHS-R1a
(Cordoba-Chacén et al., 2011c).

A nivel periférico se ha descrito la extensa distribucion de la CORT en un gran nimero de
tejidos (Gahete et al., 2008). Asi en el tracto gastrointestinal, la CORT al igual que la SST,
regula diferentes procesos entre los que destacan la disminucion de la motilidad gastrointestinal,
la reduccion en la produccion de ghrelina del estbmago o la participacion en la regulacion de la
insulina pancreatica (de Lecea L, 1996; Broglio et al., 2002; Gahete et al., 2008).

Ademas la CORT ejerce funciones inhibidoras en la produccion de factores inflamatorios como
interleucinas o el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) en determinadas patologias (Fig. 9)
(Gonzalez-Rey et al., 2006 ; Souza-Moreira et al., 2011).

Por otro lado, estudios clinicos recientes sugieren el posible papel regulador de la CORT en
relacién a enfermedades coronarias, observando niveles altos de CORT plasmatica en pacientes

gue padecen esta enfermedad (Tian et al., 2009).
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Fig. 9.: Acciones bioldgicas de la CORT.
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3. Sistema ghrelina.

3.1. Componentes del sistema ghrelina.

El gen de la ghrelina, GHRL, estd formado por 1 ex6n no codificante (Ex0), 4 exones
codificantes (Ex1-4) y 4 intrones (In0-3). Tras los procesos de transcripcion y traduccion se
origina un precursor de 117 aminoacidos denominado pre-proghrelina (Kojima et al., 1999).
Este da lugar a la pro-ghrelina y posteriormente a un producto de 28 aminoécidos, la ghrelina
(Fig. 10). Ademads, durante el procesamiento de transcritos a partir de la pre-proghrelina también
se generan multiples variantes (Seim et al., 2010). Entre ellas destacan la obestatina (Fig. 10),
un producto de 23 aminoacidos que proviene de la parte C-terminal del precursor (Zhang et al.,
2005), o la des-Glul4-ghrelina, el cual comparte la misma secuencia que la ghrelina excepto por

la delecion del glutamato en posicién 14 de su secuencia (Seim et al., 2010).

Por otra parte, el gen de la ghrelina puede sufrir procesos de splicing alternativo generando
nuevas variantes truncadas. Este es el caso de una isoforma de la ghrelina que conserva el exén
1y el exon 2 de la ghrelina, asi como la secuencia integra del primer intron en su transcrito,

denominandose por ello Inl ghrelina (representado en rojo en la Fig. 10) (Kineman et al., 2007).
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Fig. 10.: Esquema de los productos mas relevantes del gen de la ghrelina y de sus receptores propuestos

hasta el momento.
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La ghrelina es una hormona secretada principalmente en estmago, 6rgano a partir del cual fue
aislada por primera vez por Kojima y su grupo (Kojima et al., 1999). Esta hormona posee la
particularidad estructural de estar acilada con un grupo n-octanoilo adherido a la serina (Ser)
situada en la tercera posicion de su cadena aminoacidica (Fig. 11).

t@eﬁ@e@@s&@@s@sw &)
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Fig. 11.: Representacion de la secuencia aminoacidica de la ghrelina.

La enzima responsable de esterificar esta Ser recibe el nombre de ghrelina O-acetiltransferasa
(GOAT) (Gutierrez et al., 2008; Yang et al., 2008), una enzima localizada en el reticulo
endoplasmatico que usa los acidos grasos de la dieta para llevar a cabo su acciéon (Kojima &
Kangawa, 2005b). Esta modificacion post-translacional ocurre a nivel de la proghrelina, proceso
tras el cual actta la convertasa prohormona 1/3 (PC1/3) genera la proteina madura (Zhu et al.,
2006). Esto convierte a la ghrelina en la primera hormona conocida hasta el momento con
dichas caracteristicas, y cuya forma acilada (AG) es esencial para su union al receptor de los

secretagogos de la GH (GHS-R) y desempefiar sus acciones bioldgicas (Kojima et al., 1999).

Sin embargo, la ghrelina también puede presentarse como una hormona no acilada por el grupo
n-octanoilo en su tercer aminoécido de la cadena, denominada ghrelina desacilada (UAG). Esta
isoforma sin modificacion en la secuencia no es carente de actividad bioldgica, puesto que
desde su descubrimiento se ha comprobado que puede ejercer actividades similares o distintas a
la AG, pese a no unirse al mismo receptor (GHS-R), el cual permanece desconocido hasta el
momento (Broglio et al., 2004; Asakawa et al., 2005; Gauna et al., 2005). De hecho, ambas
formas estan presentes en el torrente circulatorio, siendo la UAG la forma mas estable y
abundante (Broglio et al., 2004; Hosoda et al., 2004; Liu et al., 2008).

Por otro lado, la transcripcion de los dos exones del gen del receptor GHS-R también genera dos

isoformas, GHS-R1a y 1b. En primer lugar el transcrito GHS-R1a proviene del procesamiento
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de ambos exones generando un producto de 366 aminoéacidos. Esta variante pertenece a la
familia de receptores GPCR con 7 dominios transmembrana y estd presente en numerosos
tejidos humanos y de roedores, como corazon, pulmones, intestino, pancreas o tejido adiposo
(Guan et al., 1997; Gnanapavan et al., 2002), siendo el cerebro el 6rgano donde se detecta mas
expresion (Howard AD, 1996). Ademas, el GHS-R1a es la variante responsable de mediar las
funciones bioldgicas de la forma acilada de la ghrelina, pero no de la ghrelina desacilada
(Howard et al., 1996).

Por otro lado, el transcrito GHS-R1b corresponde con la transcripcion de s6lo el primer exén de
la secuencia del gen, generando una proteina formada por 289 aminoacidos. Curiosamente, esta
isoforma truncada contiene Gnicamente los 5 primeros dominios transmembrana de la variante
GHS-R1a (Howard et al., 1996; Kojima & Kangawa, 2005a). La presencia del GHS-R1b no se
ha detectado en ratones, habiéndose localizado en humanos un amplio rango de tejidos que
expresan esta isoforma, incluso mas extensamente que el GHS-R1a (Gnanapavan et al., 2002).
A pesar de ello la ghrelina acilada es incapaz de unirse a la variante 1b y sus funciones hasta el
momento son desconocidas. No obstante, diversos autores han descrito que ambas isoformas,
GHS-R1a y 1b, pueden interaccionar entre ellas e incluso con otros receptores, permitiendo asi

la formacidn de heterodimeros (Muccioli et al., 2007; Seim et al., 2011).

3.2.  Acciones biologicas de la ghrelina.

La mayor fuente de produccion de ghrelina en el organismo reside en el estdmago, 6rgano a
partir del cual se aisl6 por primera vez (Kojima et al., 1999). Sin embargo, también se ha
descrito su presencia en numerosos tejidos tanto a nivel central como periférico, entre los que se
encuentran pulmones, corazon, placenta, ovarios, testiculos, higado, pancreas y otras zonas del
aparato digestivo (Kojima et al., 1999; Date et al., 2000; Hosoda et al., 2000; Gnanapavan et
al., 2002; Muccioli et al., 2002; Volante et al., 2002).

Debido al amplio patron de expresion de los distintos componentes de este sistema, se han
documentado numerosas acciones bioldgicas de la ghrelina. Asi, a pesar de ser inicialmente
identificado como un fuerte estimulador en la liberacion de la GH gracias a su union con el
receptor GHS-R (Kojima et al., 1999), hoy en dia la ghrelina es considerada una de las
hormonas mas importantes en el control de la ingesta de alimentos y en el control sobre el
metabolismo energético (Fig. 13) (Wren et al., 2001; Briggs & Andrews, 2011). De este modo,
ha sido establecido por numerosos autores que los niveles de ghrelina aumentan en el organismo
justo antes de las comidas (Cummings et al., 2005; Nogueiras et al., 2010). Ademas, se ha

demostrado que la administracion de AG a nivel central o periférico, promueve la ingesta y el
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comportamiento asociado con ésta, mientras que la forma desacilada parece ejercer el efecto
contrario (Hosoda et al., 2000; Lawrence et al., 2002; Dezaki et al., 2008; Inhoff et al., 2009;
Lim et al., 2011). De esta forma, en condiciones fisioldgicas los niveles circulantes de ghrelina
se encargan de informar a determinadas neuronas del nlcleo arcuato del hipotdlamo, zona que
controla el apetito, del estado energético del organismo, activando vias orexigénicas mediante el
receptor GHS-R (Lim et al., 2011). Por ello, puede considerarse a la ghrelina como un péptido
fundamental en el estudio de la regulacion del peso corporal y de las consecuencias en los
trastornos alimenticios (Tschop et al., 2001; Lawrence et al., 2002; Sun et al., 2004 ).

Por otra parte existe una gran controversia entre los distintos autores a cerca de regulacion que
ejerce de la ghrelina sobre la liberacion de insulina, sin embargo cada vez mas evidencias
constatan que la ghrelina es una hormona inhibidora de la secrecion de insulina, asi como de la
SST pancreética, mientras que ejerce una accion estimuladora de las células alfa productoras de
glucagon (Fig. 12) (Dezaki et al., 2007; Qader et al., 2008; Egido et al., 2009; Chuang et al.,
2011). Esta regulacién hormonal a nivel pancreatico, explica en parte el control que tiene la
ghrelina sobre la homeostasis de la glucosa en el organismo, esencial para el correcto
funcionamiento de los tejidos. Por ser objeto de estudio, el papel de la ghrelina sobre el control
de la homeostasis de la glucosa, asi como de la regulacion sobre la funcidon pancreética se

detallara en el apartado 4.3.

Aparte de las acciones metabdlicas, estudios recientes ponen de manifiesto que la ghrelina es
una hormona fuertemente relacionada con el sistema inmunitario, ya que es capaz de provocar
un aumento de la produccion de células inmunitarias y disminuir la produccion de citoquinas
inflamatorias (IL-6, IL-1B o IL-10), quimioquinas y la accién de neutréfilos (Fig. 12) en
determinados modelos patolégicos (Gonzalez-Rey E, 2010; Granata et al., 2011; Souza-Moreira
et al., 2011).

Estudios tanto in vitro, como in vivo han demostrado los efectos negativos que tiene sobre el eje
gonadal, participando asi como modulador del sistema reproductor, tanto a nivel sistémico
como local, inhibiendo la liberacion de GnRH, LH, FSH y causando un retraso en el inicio de la
maduracién puberal (Furuta et al., 2001; Tena-Sempere et al., 2002; Tena-Sempere, 2005).

Ademas de su conocido papel estimulante sobre GH, también a nivel hipofisario ha sido descrita
su capacidad de aumentar la liberacion de ACTH y PRL en la poblacion de células corticotropas
y lactotropas respectivamente (Fig. 12) (Kojima et al., 1999; van der Lely et al., 2004; Cordido
et al., 2009; Kojima & Kangawa, 2010).

Por Gltimo también cabe destacar la intervencién de la ghrelina como regulador favorable de la

funcion cardiovascular o en el control de la fisiologia gastroenteropancreética (Masuda et al.,
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2000), asi como neuroprotector, estimulador de la actividad de neuronas dopaminérgicas
capaces de controlar la actividad locomotora, procesos como el aprendizaje, la memoria o el
suefio y otros ritmos bioldgicos (Fig. 12) (Wren et al., 2001; Broglio et al., 2003; van der Lely
et al., 2004; Tena-Sempere, 2005; Baragli et al., 2011; Granata et al., 2011).
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Fig. 12. Acciones bioldgicas de la ghrelina.
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4. Sistema SST/CORT v ghrelina en el pancreas endocrino.

4.1. Sistema SST en el pancreas endocrino.

Unos meses después del descubrimiento de la SST en 1973, Alberti y colaboradores observaron
que la SST no s6lo se producia y actuaba a nivel hipotaldmico, sino que también se expresaba
en el pancreas inhibiendo la liberacion de insulina (Alberti et al., 1973; Brazeau et al., 1973). El
principal producto secretado por las células delta de los pancreas adultos es la SST-14 (Noe,
1981 ), la cual contribuye con menos del 5% de la SST circulante (Taborsky & Ensinck, 1984).
Pero ademas de a la SST-14, la funcion pancreatica también responde a la isoforma de 28
aminoacidos producida en tejidos extra pancreaticos actuando sobre la produccion del resto de
hormonas (Taborsky, 1983 ). De acuerdo con ello, ha sido descrito que la célula beta productora
de insulina responde preferentemente a la SST-28, mientras que la SST-14 es mas especifica de
la respuesta de la célula alfa. Esto relaciona a la isoforma SST-14 con la inhibicion del
glucagon, mientras que la inhibicion de insulina se asocia con la SST-28 (Mandarino et al.,
1981).

La regulacién que ejerce la SST sobre la insulina y el glucagén, ayuda a mantener el control de
la homeostasis de la glucosa. También de manera reciproca estas hormonas actlian sobre la
produccion de SST. Asi, se ha observado una disminucién de los niveles de SST plasmatica
bajo condiciones de ayuno, viéndose aumentados al doble después de la ingesta. Este aumento
en la produccion de SST se ha relacionado con mecanismos preventivos frente a la
hipersecrecién de glucagén e insulina propios de estas condiciones, para asi regular la
homeostasis de la glucosa y evitar una rapida hipoglucemia en estados post-prandiales (Klaff
LJ, 1987; Strowski & Blake, 2008; Hauge-Evans et al., 2009). Por el contrario, algunos autores
también han documentado un incremento en los niveles de SST cuando la concentracion de
glucosa es baja, como consecuencia de la accién conjunta del glucagén y el L-glutamato, un

producto co-secretado por la célula alfa (Strowski & Blake, 2008).

Las acciones de la SST se llevan a cabo mediante su unién a los receptores sst1-sst5, lo que
explica el gran interés por conocer el patron de expresion y localizacién de estos receptores en
el pancreas (Chanclon et al., 2012). Esto ha generado una controversia cientifica que varia en
funcion de los autores, de la especie, de la técnica utilizada y de las condiciones experimentales
(Tabla 1). Asi, estudios iniciales de inmunohistoquimica (IHQ) localizaron al receptor sst2 y
sst5 en las células alfa y beta del islote pancreatico de roedores respectivamente. Mas tarde se
detectd la presencia del sst2 en las células alfa y PP, asi como del sst5 en las células beta y delta,
y en los Gltimos afios se ha confirmado la presencia de estos dos receptores en los distintos tipos

celulares del islote pancreatico (Ludvigsen et al., 2004; Ludvigsen et al., 2005; Strowski &
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Blake, 2008). Sin embargo, mediante PCR cuantitativa (PCRQ) algunos autores han detectado la
presencia de todos los receptores de SST excepto del sst4 (Raulf F et al., 1994). En conjunto
podria decirse que actualmente la mayoria de los autores confirman la presencia de los cinco
receptores de SST en los distintos tipos celulares del pancreas endocrino, tanto en humanos
como en roedores, existiendo aun diferentes opiniones en los niveles de expresion entre los
principales tipos celulares (Tabla 1) (Strowski & Blake, 2008). Ademas, recientemente se ha
propuesto una posible modulacion de su expresién por factores externos como los niveles de

glucosa en el medio (Ludvigsen et al., 2011).

Receptor Especie Técnica Tejido Referencia
Todos excepto sst4 Ratén PCRq Pancreas Raulf etal., 1994
sst2 Roedor IHQ Islotes Hunyady et al., 1997
sst5 Roedor IHQ Células B Mitra et al., 1999
sst1,2,3y5 Islotes
Humano IHQ Kumar et al., 1999
sst4 Células B
Todos Humano
IHQ Islotes Portela-Gomes et al., 2000
sst5 Humano
sst2 Humano IHQ Islotes Kimura et al., 2001
sst2 Roedor IHQ Islotes Kimura et al., 2001
sst2,3y5 Humano | IHQ, FISHy PCRq | Célulasa,Byd Papotti et al., 2002
Todos Rata IHQ Islotes Ludvigsen et al., 2004
Todos Ratdn IHQ Islotes Ludvigsen et al., 2005
sst2,3y5 Humano IHQ Células ayp Taniyama et al., 2005
Todos Raton PCRq Islotes Hauge-Evans et al., 2009
sst3 Ratén IHQ Islotes Iwanaga etal., 2011

Tabla 1: Presencia de los receptores sstr1-5 en el pancreas de roedores y/o humanos detectados por técnicas de
inmunohistoquimica (IHQ), PCR cuantitativa a tiempo real (PCRq) e hibridacion in situ fluorescente (FISH),
segun el autor (Tabla modificada de Strowski et al., 2008).

El desarrollo de distintos modelos animales y condiciones experimentales ha ayudado a
esclarecer las bases moleculares implicadas en el funcionamiento de estos receptores en el
pancreas endocrino. El uso de ratones KO, junto con estudios moleculares de agonistas y
antagonistas, han establecido que el sst2 es el responsable de llevar a cabo la inhibicién de la
SST sobre el glucagén en raton, asi como el sst5 inhibe la secrecion de insulina. Por otro lado,
en la especie humana el sst2 media la inhibicién de insulina y glucagon, estando también
implicados el sstl y sst5 en las acciones inhibitorias de la insulina (Gahete et al., 2010a). La

comunidad cientifica no ha demostrado hasta el momento que el sst3 y sst4 jueguen un papel en
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la regulacion de la secrecion de insulina, no obstante recientemente se ha relacionado la
participacion del sst3 en sefiales inhibitorias de la insulina en islotes pancreaticos de raton
(lwanaga et al., 2011).

4.2. CORT en el pancreas endocrino.

La CORT es un neuropéptido bien conocido por sus propiedades moduladoras del suefio,
relacionado ademas con otras funciones del SNC (de Lecea et al., 1996; Cdrdoba-Chacon et al.,

2011c), sin embargo a nivel pancreético son pocos los estudios existentes.

En el afio 2003 el grupo del Dr. Papotti detect6 por primera vez la expresion de CORT en 3 de 4
pancreas humanos, localizando su presencia en células individuales del islote (Papotti M, 2003).
Dos afios mas tarde, se localiz6 a la CORT-17 en las células delta del islote mostrando una co-
expresion con la SST-14 en 4 de los 5 pancreas estudiados. Incluso, diversos tipos de tumores
neuroendocrinos también han presentado mMRNA de CORT mediante PCR cuantitativa (Allia et
al., 2005).

Estudios funcionales han documentado que la CORT, al igual que la SST, también actda de un
modo inhibitorio sobre la liberacion de insulina y glucagén (Broglio et al., 2002), asi como
sobre la ghrelina circulante, proponiendo de este modo el posible papel en la regulacion del
pancreas endocrino de la CORT (Papotti M, 2003). Ademas, también en pacientes con
acromegalias o prolactinomas, CORT y SST regulan del mismo modo la secrecion de insulina
(Grottoli et al., 2006). Esto podria deberse a la similitud estructural que comparte con la SST y
su comun afinidad con los receptores sst1-5. Sin embargo, la capacidad de union de la CORT a
otros receptores expresados en pancreas distintos a los de SST como GHS-R y MrgX2 (Robas et
al., 2003; Allia et al., 2005; Kageyama et al., 2005), presenta un nuevo abanico de posibilidades

en cuanto a los mecanismos moleculares de la CORT en la funcion pancreética.
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4.3.  Sistema ghrelina en el pancreas endocrino

El pancreas endocrino es la mayor fuente de ghrelina desde la fase embrionaria hasta justo
después del nacimiento. Posteriormente, su produccion a nivel pancreatico disminuye, a la vez
que aumenta progresivamente en el estomago en funcién de la edad, para proporcionar en la
etapa adulta del 65 al 90% de la ghrelina circulante en el organismo (Fig. 13) (Wierup et al.,
2002; Wierup et al., 2004; Al Massadi et al., 2011).

Pancreas

Estdmago

Concentracién de ghrelina

Féto Nacinﬁiento Adulto

Fig. 13. Concentracion de ghrelina en el pancreas y en el estomago.

La secreciéon de ghrelina en el pancreas se localiza en las células épsilon de los islotes de
Langerhans (Prado et al., 2004), aungue mediante técnicas de IHQ también se ha demostrado en
ratones su presencia en células alfa productoras de glucagén (Date et al., 2002; Dezaki et al.,
2004), en células beta productoras de insulina (Volante et al., 2002) e incluso, se ha observado

en ratas que puede co-expresarse con el polipéptido pancreatico (PP) (Wierup et al., 2004).

Gracias a estudios de IHQ se ha demostrado la presencia del receptor GHS-R en las células alfa
y beta del islote pancreatico (Kageyama et al., 2005). Ademéas mediante PCRq también se ha
detectado su expresion en pancreas de en distintas especies (Date et al., 2002; Gnanapavan et
al., 2002; Volante et al., 2002), asi como en lineas celulares beta pancreaticas (Wierup et al.,
2004; Granata et al., 2007), lo que augura un relevante papel de la ghrelina en la regulacién

autocrina y paracrina.

La presencia de la enzima GOAT en los islotes de Langerhans de humanos y roedores también
ha sido demostrada (Gutierrez et al., 2008; An et al., 2010). Precisamente, en islotes de ratones
se ha confirmado que GOAT no co-localiza con la insulina, por su situacién en el islote, y

ademas curiosamente, se ha demostrado que la insulina puede inhibir la expresion de GOAT
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mediante la via mTOR, con lo cual, la insulina también podria regular de algin modo la

produccion de ghrelina acilada (Fig. 14) (An et al., 2010).

Como se ha detallado anteriormente en el apartado 3.2., la ghrelina estd considerada una
hormona fundamental en el control del metabolismo energético del organismo, que a su vez
guarda intima relaciéon con el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa. No obstante, la
accion de la ghrelina sobre la liberacion de las hormonas pancreaticas ha provocado diversidad
de opiniones. Concretamente en el caso de la insulina, estudios in vitro sobre lineas celulares
beta pancreaticas y sobre islotes aislados en cultivo, sefialan que la ghrelina end6gena actta de
un modo directo sobre la célula beta inhibiendo la liberacion de insulina inducida por glucosa,
mediante la disminucion de la via de sefalizacion de calcio (Fig. 14) (Broglio et al., 2001,
Dezaki et al., 2004; Wierup et al., 2004). Recientemente, ademas se ha demostrado que estos
efectos inhibitorios podrian estar mediados en parte por vias de sefializacion AMPK-UPC2 (An
et al., 2010). Incluso, algunos autores sugieren que este efecto puede ser mediado por el receptor
GHS-R1a, sin descartar la idea de la existencia de otros posibles receptores implicados (Broglio
et al., 2003; Colombo et al., 2003).

Por el contrario, otros autores han descrito muy recientemente, que la ghrelina del islote no
influye sobre la secrecion de insulina (Bando et al., 2012), e incluso, que ésta podria estimular
la secrecién de insulina (Fig. 14). Asi lo han confirmado estudios in vivo en ratas a las que se
les ha inyectado ghrelina intravenosa (Lee et al., 2002). Igualmente, estudios in vitro han
demostrado que la ghrelina en condiciones fisiolégicas (10™? M) posee dicho efecto estimulador
incrementando los niveles de calcio intracelular en células beta pancreaticas de rata en presencia
de altos niveles de glucosa (8,3mmol/l), pero no en niveles basales (Date et al., 2002). A pesar
de ello, se ha planteado la hipotesis de que la entrada de calcio no es el Gnico mediador en el
efecto estimulador de la ghrelina sobre la secrecion de insulina (Adeghate & Ponery, 2002).
Ademas, la ghrelina también se ha definido como una hormona protectora frente a los procesos
apoptaéticos en cultivo de islotes pancreaticos y lineas beta pancreéticas (Granata et al., 2012b),
asi como causante de un incremento tanto de la masa celular como del nimero de células beta
(Irako et al., 2006; Kerem et al., 2009).

Como posible explicacion de dicho debate se propuso que la ghrelina puede actuar sobre la
insulina de un modo dosis-dependiente, no obstante también se han mostrado discrepancias
entre los distintos grupos de investigacion. Asi, Qader expone que la administracion en altas
dosis (10°M-10°M) puede causar una inhibicion de la secrecion de insulina pancreética en
roedores, mientras que en dosis mas bajas (10°M-10"*M) estimula su liberacion (Qader et al.,

2008). Y por el contrario, el grupo de Salehi cuatro afios antes demostr6 en ratén que altas dosis
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provocaban una estimulacion de la insulina pancreética y bajas dosis causaban su inhibicion
(Salehi et al., 2004).

Los efectos de la ghrelina sobre el glucagon y otras hormonas endocrinas pancreaticas es
también objeto de estudio para muchos grupos de investigacion. Se ha descrito que la
estimulacion del glucagdn causado por la administracion de ghrelina exdgena se podria producir
de una forma directa y dependiente a su concentracion (Fig. 14) (Salehi et al., 2004; Qader et
al., 2005; Chuang et al., 2011). Sin embargo, otros autores han propuesto que dicha liberacién
de glucagén podria estar mediada indirectamente por la reduccién en la secrecion de insulina
(Dezaki et al., 2004; Dezaki et al., 2008), sin verse implicado el receptor GHS-R (Asakawa et
al., 2005).

El efecto de la ghrelina sobre la produccién de otras hormonas pancreéaticas tales como SST y
PP no es tan notorio. Varios autores han observado que la ghrelina acilada, asi como la
obestatina, inhiben la secrecion de SST y PP en islotes de roedores, apuntando que el tipo de
receptor responsable de esa respuesta podria tener relacion con el que media la inhibicién de la
insulina (Fig. 14) (Egido et al., 2002; Qader et al., 2008; Egido et al., 2009). Aln asi, no todos
los autores estan de acuerdo en que esa respuesta se deba a un efecto paracrino (Qader et al.,
2008). Los estudios basados en el efecto del resto de hormonas pancreaticas sobre la produccion

de ghrelina son escasos hasta el momento.

+ -
Insulina <=ll=> Ghrelina

7 -1 \
Glucagdn CORT
SST

J

Insulina —— Ghrelina

/1 N\

Glucagén CORT
SST

J

Fig. 14. Relacion paracrina y autocrina entre la ghrelina y otras hormonas pancredticas, indicando en el
cuadro superior con flechas blancas el efecto que erce la ghrelina pancreética y en el cuadro inferior
con flechas negras la accioén de otras hormonas pancreaticas sobre la produccién de ghrelina de las
células épsilon.
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5. Papel de SST/CORT v ghrelina en obesidad y diabetes.

5.1.  Aspectos generales sobre obesidad y diabetes.

La obesidad se define como la acumulacion de grasa corporal causada por la interrupcion del
balance energético, que se produce cuando la ingesta supera al gasto energético (Hill, 2006). En
este caso, el tejido adiposo secreta proteinas y adipoquinas como TNF alfa, leptina o
adiponectinas que en conjunto, actlan sobre las vias de sefializacion intracelular de la insulina
provocando una disminucion en la sensibilidad a insulina, y con ella una reduccién de la
captacion de glucosa en el organismo. Esto provoca una hiperglucemia, que a su vez activa la
hiperproduccion de insulina por la célula beta del pancreas endocrino, que finalmente resultara
en la aparicion de resistencia a la insulina por parte del organismo. De ahi que la condicion de
obesidad esté intimamente relacionada con los elevados niveles de insulina en sangre y con la

resistencia a la insulina (Samuel et al., 2010).

Ademas, la obesidad puede conducir a estados pro-inflamatorios, siendo por si misma una
condicion inflamatoria del tejido adiposo (Gregor & Hotamisligil, 2011). En el caso concreto
del pancreas, se ha descrito que la obesidad inducida por la dieta alta en grasa (HFD) produce
intolerancia a la glucosa y genera expresion de diversas citoguinas inflamatorias (Ehses et al.,
2007). Dicha actividad inflamatoria puede frenar la supervivencia de la célula beta pancreatica y

consecuentemente, la produccién de insulina (Giannoukakis et al., 2000).

La obesidad, por tanto, estd considerada como un serio problema de salud en la que se
encuentran implicados numerosos tejidos, como el tejido adiposo, higado, masculo, pancreas y
cerebro (Fig. 15), la cual posee una estrecha relacion con el aumento en la prevalencia de
enfermedades cardiovasculares, con lipidemia (altos niveles de grasa en sangre) o con diabetes
tipo 2 (T2D) (Kopelman, 2000).

Segun la OMS, actualmente existen 310 millones de personas con T2D en el mundo y esta
considerada como la nueva epidemia en los paises industrializados. La T2D puede ser generada
por una hiperinsulinemia normoglucémica, que provoca una descompensacion en la beta célula
pancreatica imposibilitando la secrecion de insulina y/o por la accion deficiente de la insulina
sobre los tejidos diana (resistencia a insulina), generando una hiperglucemia crénica. En
condiciones en las que se produce una resistencia a la insulina, se requiere que el pancreas
endocrino produzca cantidades de insulina mayores para asi reducir los niveles de glucosa en
sangre. La necesidad de tan alta produccidon de insulina suele causar una condicion de estrés en
la célula beta, provocando inicialmente un aumento en su proliferacion, dejando a un lado los

mecanismos apoptoticos (Ehses et al., 2007).
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Cabe destacar la importancia de la dieta en ambas situaciones metabdlicas, ya que la resistencia
insulinica estd claramente relacionada con la obesidad y la T2D. Curiosamente, no sélo la
obesidad aumenta la incidencia de T2D en la poblacion, sino que la gran mayoria de pacientes
que sufren T2D pueden desarrollar obesidad, de acuerdo con el Departamento de Salud y
Servicios Humanos del Centro de Control y prevencion de enfermedades de Atlanta (EE.UU.).
De ahi, que recientes estudios han identificado nuevas relaciones entre obesidad y T2D (Eckel
et al.,, 2011). Ambas enfermedades por tanto, tienen en comun una serie de anomalias en la
funcion fisiologica entre las que se destacan la resistencia a insulina, la liberacion de citoquinas
pro-inflamatorias, como IL-6 o TNF alfa por los adipocitos o el pancreas, y el desajuste en la
GH hipofisaria (Fig. 15), originando una disminucion basal y estimulada de su produccion
(Cordido et al., 1993; Feldmann et al., 2000; Kahn et al., 2006; Eckel et al., 2011).

e ol
;. Alteracién | Otras Proceso
h \ alteraciones infl :
niveles inflamatorio

G S T

Diabetes T2D

Yy
Obesidad

Fig.15. Principales sintomas comunes en la obesidad y la diabetes tipo 2, asi como los 6rganos que se ven
afectados.
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5.2. Papel de SST y CORT en obesidad y diabetes.

La SST en bien conocido por ser un fuerte represor de la GH inhibiendo su liberacién cuando se
produce una secrecion de SST sostenida en el tiempo, papel que ademas mejora la sensibilidad a
la insulina (Strowski & Blake, 2008). Ademas, la SST ejerce un potente papel inhibidor sobre
las células beta productoras de insulina modulando asi su liberacion (Engelking, 1997).
Teniendo en cuenta que la disminucién de la GH es una alteracién también relacionada con la
obesidad y la diabetes (Kahn et al., 2006; Luque et al., 2006a), y que la hipersecrecion y
resistencia a insulina es una de las caracteristicas mas evidentes a las que también se han
asociado, la SST podria considerarse un péptido clave en el conocimiento de las alteraciones
provocadas por estas enfermedades. A pesar de ello, son escasos los estudios que relacionan la

SST con estas alteraciones metabdlicas.

Algunos autores defienden el papel estimulador de la SST a nivel central sobre el
comportamiento de la ingesta de comida en distintas especies (Tachibana et al., 2009),
habiéndose propuesto el receptor sst2 como posible mediador de tal efecto orexigénico (Stengel
et al., 2010). A pesar de ello, en modelos de ratones obesos, por la ausencia de leptina (Ob/Ob)
0 por la ingesta de la dieta (HFD), se ha demostrado que a nivel hipotaldmico no existen
diferencias en los niveles de mRNA de SST (Luque et al., 2006a). Por otra parte, a nivel
pancreatico se ha observado que el contenido de SST en ratones obesos que han desarrollado
una diabetes espontanea presentan un incremento segun algunos autores (Makino et al., 1979).
Ademas, también otros estudios han descrito un aumento del numero de células delta
pancreéaticas en pacientes con diabetes, sin mostrar cambios en los niveles circulantes (Strowski
& Blake, 2008). De este modo, la accidn inhibitoria de la SST sobre la liberacion de hormonas
pancreéticas, asi como de la absorcién de glucosa intestinal, propone un posible papel de la SST
en la regulacion de la homeostasis de la glucosa en relacién con enfermedades como la obesidad
o la diabetes (Strowski & Blake, 2008).

La aparicion de los analogos sintéticos de SST ha ayudado a estudiar su funcionalidad de un
modo mas especifico. En ensayos preliminares en pacientes obesos a los que se les ha
administrado octreétido durante 6 meses, se ha observado una pérdida de peso corporal en 5 de
los 8 casos estudiados, donde ademas la leptina vio reducidos sus niveles, asi como GH y IGF-1
(Lustig et al., 2003). Ademas, su inyeccion antes de las comidas a pacientes diabéticos con
sobrepeso disminuyd los niveles de insulina y glucagon sin verse afectados los niveles
hiperglucémicos (Strowski & Blake, 2008). Ademas, un estudio en ratas a las que se les ha
inyectado de forma intracerebroventricular durante 14 dias otro analogo de la SST, el ODTS8, ha

confirmado que la ganancia de peso en ratas obesas y los niveles circulantes de GH se ven
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disminuidos (Stengel et al., 2011). El conjunto de estos datos sugiere que la SST puede
considerarse un péptido clave en la regulacién celular y molecular de estas situaciones
metabolicas (Strowski & Blake, 2008).

Pese a conocer la implicacion de los receptores sstl, sst2 y sst5 en la inhibicion de la secrecion
de insulina, se desconocen los mecanismos que provocan estas enfermedades y la implicacion
de otros receptores de SST. La presencia de los distintos receptores en los tipos celulares del
islote es variable en funcion de si el modelo estudiado es diabético o no. Asi, se ha observado
que en las células alfa, delta y células productoras del polipéptido pancreatico, se redujo la
expresion de dos o mas receptores en islotes de humanos diabéticos (Portela-Gomes et al.,
2010). Por otro lado, el bloqueo del receptor sst5 de la célula beta pancreatica, ademas de
aumentar la liberacion de insulina, decrece la ganancia de peso y aminora la resistencia a
insulina creada en un estado de obesidad inducida por dietas altas en grasas (Strowski et al.,
2003; Hansen et al., 2004). Esto se convierte por tanto, en una herramienta para el estudio y el
posible desarrollo de nuevas terapias contra la hiperinsulinemia en la obesidad y T2D (Boehm
& Lustig, 2002; Tzotzas T, 2008).

La CORT comparte con la SST los efectos inhibitorios sobre la secrecién de GH en condiciones
fisiologicas y patologicas, asi como sobre la insulina (Broglio et al., 2002; Benso A, 2003). Por
un lado, estos indicios podrian sugerir que la CORT participa como una molécula analoga de la
SST. Sin embargo han sido publicados numerosos resultados que se contraponen con esta teoria,
probablemente como resultado de su unién al receptor GHS-R (de Lecea & Castano, 2006).
Concretamente, mediante dicho receptor se ha descrito que la CORT, pero no la SST, es capaz
de disminuir citoquinas implicadas en la inflamacién producida por estas enfermedades, como
IL-6 y TNF-alfa (Gonzalez-Rey et al., 2006 ; Eckel et al., 2011). Asi, CORT y SST podrian
actuar de forma coordinada en estados fisiopatol6gicos como los que nos conciernen en el
presente estudio. No obstante, hasta el momento los estudios que relacionan a la CORT con la
obesidad y la T2D son limitados e insuficientes para conocer el papel que desempefia y

esclarecer los mecanismos implicados en su regulacién.
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5.3. Papel de ghrelina en obesidad y diabetes.

Ha sido ampliamente descrito el papel regulador del sistema ghrelina sobre la liberacion de
insulina y de la homeostasis de la glucosa (Apartado 4.3.). Asi, se ha demostrado que el bloqueo
de algunos componentes de este sistema modifica la funcidn beta pancreatica en determinados
desordenes metabolicos, como en la diabetes (Esler et al., 2007). En esta enfermedad se produce
una disfuncion de la célula beta pancreatica que conduce a una descompensacion en la
liberacion de insulina causando resistencia y un aumento en los niveles de glucosa en sangre.
Diversos estudios han confirmado que tanto la ghrelina como otros productos del gen de la
ghrelina, ayudan a adecuar los niveles de glucosa, a la vez que protegen y regeneran la masa
celular del islote de ratas con diabetes inducida por estreptozotocina (STZ), ofreciendo un

potencial terapéutico y preventivo frente a la T2D (Irako et al., 2006; Granata et al., 2010b).

Por otra parte, la ghrelina ademas es la Gnica hormona conocida hasta el momento con funcion
estimuladora del apetito, y por tanto, involucrada en el aumento de peso y en la obesidad
(Tschop et al., 2000; Wren et al., 2001; Lawrence et al., 2002). Se ha demostrado que su
administracion durante periodos largos de tiempo promueve la ganancia de peso, no sélo por
estimular la ingesta, sino también por facilitar la asimilacion de la dieta alta en grasas (Shimbara
et al., 2004). También los niveles circulantes de ghrelina disminuyen la utilizacién de dep6sitos
de tejido adiposo blanco (WAT) (Davies et al., 2009) y reduce la apoptosis en adipocitos (Kim
et al.,, 2004). Ademas, una alteracion caracteristica que aparece tanto en obesidad como en
diabetes es la resistencia a la insulina. En este sentido, por ser la ghrelina capaz de modular los
niveles de glucosa y la liberacién de insulina se convierte en un péptido directamente implicado

en los mecanismos responsables en su desarrollo (Al Massadi et al., 2011).

En condiciones metabdlicas normales bajo una situacién hipoglucémica la concentracién de
ghrelina se encuentra elevada. Tras la ingesta de alimento estos niveles disminuyen, mientras el
nivel de insulina y glucosa en sangre asciende (Angelidis et al., 2010). Algunos autores han
propuesto que esta disminucién en la concentracion de ghrelina puede deberse en parte al efecto
negativo que ejerce la insulina sobre su produccion (Saad et al., 2002; Solomon et al., 2008;
Chanclén et al., 2012).

En el caso de la obesidad o la diabetes se ha comprobado que pese a seguir el mismo patrén de
comportamiento antes y después de las comidas, los niveles de ghrelina circulante son inferiores
a los de los individuos sanos. Esta diferencia podria ser causada por la resistencia a la insulina
propia en estas enfermedades y su consecuente aumento en los niveles plasmaticos (Sun et al.,
2006; Baragli et al., 2011). En tales desajustes metabdlicos se ha descrito que el blogueo de

algunos productos del gen de la ghrelina provoca la liberacion de insulina y mejora la
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hiperglucemia en ratones (Sun et al., 2006). Ademas, se ha publicado recientemente que el
tratamiento con ghrelina y obestatina hace mejorar la tolerancia de la glucosa y reduce la
resistencia a la insulina causada por factores diabetogénicos o por la obesidad inducida por dieta
alta en grasas en ratas (Granata et al., 2010a; Granata et al., 2012b).

La anulacién del receptor GHS-R en ratones ha inducido una mayor sensibilidad a la insulina
(Gémez et al., 2009). En otros estudios con antagonistas de GHS-R se ha mostrado una mejora
en la pérdida de peso y se ha suprimido el apetito (Zorrilla et al., 2006), indicando la
implicaciéon de este receptor en la desregulacion producida en estas enfermedades. En otros
estudios farmacoldgicos se ha demostrado que en la obesidad inducida por la dieta la ausencia
este receptor y de la propia ghrelina ha conducido a una disminucién del apetito y de la ingesta
de comida (Wortley et al., 2005; Schellekens et al., 2010; Chanclon et al., 2012). Sin embargo
el fenotipo de la obesidad no se ha visto modificado por la falta de ghrelina en ratones KO, pese

a mejorar la sensibilidad a la insulina y la tolerancia a la glucosa (Zigman et al., 2005).

Se ha demostrado que la acilacién de la ghrelina es necesaria para su funcion en la obesidad.
Asi, por el contrario la ghrelina desacilada (UAG) no posee tal capacidad orexigénica (Asakawa
et al., 2005; Inhoff et al., 2008) ni presenta los mismos cambios en la obesidad abdominal que la
isoforma acilada (Davies et al., 2009). De hecho, se ha propuesto que el tratamiento con
inhibidores de la enzima responsable de su activacién, GOAT, podria implicar la ganancia de
peso y por lo tanto una posible terapia en la lucha contra la obesidad (Gualillo et al., 2008;
Barnett et al., 2010; Chancldn et al., 2012).

El Intrén 1 (Inl), descubierto en 2007 y denominado originalmente Intron 2 de ghrelina (In2), es
una isoforma identificada en hipotdlamo e hipofisis de raton cuando se pretendia estudiar la
modulacién de la expresion de la ghrelina mediante diversos estados metabdlicos (Kineman et
al., 2007). Pese a la no existencia de estudios que avancen en su posible papel en la obesidad, se
ha detectado su expresion en otros tejidos de un modo dependiente al mal pronéstico de otras
enfermedades como en el caso de los tumores. Esto propone a esta variante de la ghrelina como

un novedoso blanco en el estudio del sistema ghrelina frente a la obesidad (Gahete et al., 2011).

Los cambios producidos en el sistema ghrelina por la obesidad y la diabetes se han producido
tanto a nivel sistémico como a nivel de tejidos (Sahin et al., 2011; Aydin et al., 2012), y en
conjunto todo ello ayuda a contribuir al conjunto de mecanismos adaptativos para alcanzar un
correcto funcionamiento en la homeostasis de la glucosa. Por todo ello, en estos Gltimos afios el
sistema ghrelina estd generando una gran expectacién en el desarrollo de aplicaciones clinicas

frente a la T2D, la obesidad y la resistencia a insulina.
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5.4. Caracterizaciéon de los animales CORT-KO.

Como se ha descrito en apartados anteriores, se conocen diversas funciones de la CORT a nivel
central y periférico, sin embargo la informacion existente sobre su relacion con la obesidad y la
diabetes es limitada. No obstante, un estudio reciente en un modelo de animales knockouts en el
gen que codifica la CORT ha mostrado datos preliminares indicativos de su posible relacion con
estas enfermedades. Asi, animales que carecen en su genotipo de la CORT presentan resistencia
a la insulina, mostrando un aumento en los niveles de glucosa transcurridos 60 y 120 min tras la
inyeccion de insulina (Cordoba-Chacédn et al., 2011c). Esta respuesta es exclusiva de los
machos, puesto que las hembras reducen correctamente el nivel de glucosa tras la inyeccién de
insulina. El hecho de que la falta de CORT en los machos produzca tales consecuencias implica
su participacion en la regulacion de la homeostasis de la glucosa y de la insulina. A pesar de
ello, los niveles circulantes de insulina no se han visto alterados como consecuencia de la
ausencia de CORT ni en machos ni en hembras (Cérdoba-Chacon et al., 2011c). Tampoco los
niveles plasmaticos de glucosa ni los niveles de glucagén han mostrado diferencias como
consecuencia de la ausencia 0 no de CORT (Cdérdoba-Chacon et al., 2011c). Incluso, el test de
tolerancia a la glucosa (GTT) en estos animales tampoco ha revelado alguna alteracion en sus

niveles tras la inyeccion de glucosa a los 15,30,60 6 120 min (Cérdoba-Chacon et al., 2011c).

Bajo condiciones metabdlicas extremas como la obesidad, la hiperinsulinemia ha sido
ampliamente demostrada en numerosas ocasiones, independientemente de la edad del animal en
la que comienza dicha alteracion (Cordoba-Chacon et al., 2012b). Ademas del aumento en los
niveles de insulina mostrado en animales WT, la dieta HFD también han provocado
hiperglucemia, como ha sido anteriormente publicado en el genotipo WT (Juonala et al., 2011;
Cordoba-Chacdn et al., 2012b). A pesar de ello, las consecuencias de la falta de CORT en esta

desregulacion metabdlica no ha sido documentado hasta el momento.

A pesar de ser escasos los trabajos realizados en estos animales también se han descrito
variaciones de algunos componentes de los sistemas objeto de nuestro estudio. De este modo,
aungue no se han mostrado alteraciones significativas en los niveles de SST circulante en
condiciones metabdlicas normales en animales carentes de CORT, se ha observado una
tendencia a reducir sus niveles plasmaticos en los ratones macho CORT-KO (Cordoba-Chacén,
et al 2011). Por otro lado, en situaciones de obesidad el sistema SST no ha sido estudiado hasta

el momento, ni en el genotipo silvestre ni en el genotipo CORT-KO.

Ha sido demostrada la capacidad de union de la CORT al receptor de la ghrelina, GHS-R,
mostrando de este modo una interrelacion funcional entre el sistema ghrelina y la CORT

(Gonzalez-Rey E, 2010; Coérdoba-Chacon et al., 2011c). Debido este nexo de unién también se
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han realizado estudios preliminares sobre su posible alteracion en ratones carentes de CORT.
Asi, el andlisis de los niveles de ghrelina en los animales macho con genotipo carente en CORT
ha confirmado que los ng/ml de ghrelina total y acilada curiosamente no se han visto alterados
con respecto al genotipo WT. Por el contrario, las hembras han mostrado un aumento
significativo de la ghrelina total y acilada, como consecuencia de la falta de CORT. Este
incremento producido en las hembras y no en los machos, junto con la resistencia a la insulina
observada tnicamente en los machos de este modelo experimental, apoya la hipotesis del papel
protector que tiene la ghrelina sobre la funcién pancreatica (Granata et al., 2010a) y la
importancia de la CORT en su regulacion (Cérdoba-Chacén et al., 2011).

Ademas, los niveles circulantes de ghrelina se han mostrado alterados bajo diferentes
condiciones de obesidad (Gahete et al., 2010b). Incluso, su concentracion en plasma varia
dependiendo de la edad del animal en la que se ha inducido la obesidad, como ha sido publicado
recientemente. Asi, se ha observado que los machos WT con DIO desde la edad adulta tienen
disminuidos los niveles plasmaticos de ghrelina total, mientras que en animales obesos jovenes
no se ha observado tal reduccién (Cérdoba-Chacon et al., 2012b). La falta de CORT en estas
condiciones no ha sido estudiado hasta el momento, no obstante su estudio en este modelo
experimental ofrece numerosas expectativas y augura un amplio abanico de posibilidades en el

conocimiento del mecanismo de accion de la CORT.
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Objetivos

La funcion pancreética estd sometida a sistemas de regulacion especificos que controlan el
mantenimiento de los niveles adecuados de glucosa y del metabolismo energético en el
organismo. Entre factores se pueden incluir a los distintos componentes de los sistemas
SST/CORT vy ghrelina, sistemas altamente interrelacionados capaces de regular la liberacion de
las distintas hormonas pancreaticas. La desregulacién de la funcién pancreatica provoca la
aparicion de diabetes y otras patologias nefastas para el organismo. En el caso de la obesidad o
la diabetes el organismo sufre una desregulacién metabdlica que desencadena varias
alteraciones, entre las que destaca la resistencia a la insulina. Como se ha detallado en la
introduccion, la falta de CORT en ratones también provoca resistencia a la insulina indicando
una relacion entre la desregulacion en la funciéon pancreatica y la CORT, siendo posible

candidata en el desarrollo de futuras dianas contra las enfermedades del siglo XXI.

Asi, el objetivo general de este estudio es profundizar en el conocimiento de las funciones que
desempefian las hormonas de los sistemas SST/CORT y ghrelina en el pancreas bajo diferentes
condiciones metabolicas y determinar la influencia de la ausencia de CORT en sus niveles de

expresion en esta glandula.

Para alcanzar dicho objetivo general, se fijaron los siguientes objetivos especificos:

1. Establecer y caracterizar el perfil de expresion a nivel pancreético de los componentes
de los sistemas formado por SST/CORT y ghrelina en ratones CORT-KO y sus
respectivos controles en condiciones normales y en animales sometidos a condiciones

de obesidad y ayuno.

2. Determinar el papel de la SST y la CORT a nivel pancredtico en alteraciones
metabolicas como la deficiencia nutricional (ayuno) y la obesidad inducida en ratones

carentes de la expresion de CORT.

3. Evaluar funcional y molecularmente los componentes del sistema regulador formado
por SST/CORT, ghrelina y sus receptores en la modulacion de la funcion endocrina del
pancreas en islotes WT y CORT-KO en respuesta al tratamiento con CORT y bajo

condiciones de obesidad.
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Objectives

Pancreatic function is subject to specific regulatory systems that regulates the maintenance of
adequate levels of glucose and energy metabolism in the organism. Among such factors it could
be included different components of SST/CORT and ghrelin systems, which are highly
interrelated systems capable of regulating the release of different pancreatic hormones. The
deregulation of pancreatic function causes the onset of diabetes and other dire conditions for the
organism. In the case of obesity or diabetes the organism suffers a metabolic deregulation that
triggers several alterations, notably the insulin resistance. As mentioned in the introduction, the
lack of CORT in mice also causes insulin resistance indicating a relationship between
deregulation in pancreatic function and the CORT, being a possible candidate in the
development of future targets against diseases of the 21% century.

Thus, the general objective of this study is deepening the knowledge of the roles played by
hormones ghrelin and SST/CORT systems in the pancreas under different metabolic conditions

and determine the influence of the absence of CORT in their levels of expression in this gland.

To achieve this overall objective, the following specific objectives were set:

1. Establish and characterize the expression profile at the pancreatic level of components
formed by SST/CORT and ghrelin systems in CORT-Knockout mice and their respective

control in normal conditions and in animals subjected to obesity and fasting conditions.

2. To determine the role of SST and CORT at the pancreatic level in metabolic disturbances
such as nutritional deficiency (fasting) and obesity induced in mice lacking expression of
CORT.

3. Evaluate molecularly and functionally components of the regulatory system comprising
SST/CORT, ghrelin and its receptors in the modulation of the endocrine pancreatic
function in islets from WT and CORT-KO mice in response to treatment with CORT and

under conditions of obesity.
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1. Animales de experimentacion.

1.1.  Gestién de la colonia.

En la presente Tesis hemos trabajado con 3 modelos de animales: 1) ratones C57BI/6J carentes
del gen de la cortistatina (CORT-KO) e inicialmente proporcionados por el Dr. Luis de Lecea
(The Scripps Research Institute, California, USA) (Tallent et al., 2005) y 2) ratones C57BI/6J
sin modificacion genética (wild-type; WT).

Tras un periodo inicial de cuarentena, se instaurd una colonia de cada uno de los genotipos en el
animalario del Campus de Rabanales de la Universidad de Cérdoba. La manipulacion de los
mismos se realizd segun la legislacion vigente, aprobada en Mayo del 2002 por la Junta de

Andalucia y siguiendo las directrices del Comité Etico de la Universidad de Cordoba.

Con objeto de incrementar el tamafio de la colonia, se cruzaron ratones de los genotipos wild-
type (WT; +/+) con knock out en cortistatina (CORT-KO; -/-). Tras el apareamiento, el estado
de las hembras se control6 diariamente mediante el seguimiento del “tapdn vaginal”, indicativo
del estado de prefiez. En este momento, las hembras prefiadas se aislaron de los machos y se
acomodaron con un algodon que pudiera mantener la temperatura de las futuras crias. Tras 21
dias de gestacion, la descendencia de estos cruzamientos (heterocigotos; +/-) se utiliz6 para
aumentar el tamafio de la colonia una vez alcanzada la madurez sexual y asi obtener los
animales de los genotipos WT (+/+) y CORT-KO (-/-).

La separacion de las crias de sus madres, proceso denominado “weanning” 0 “destete”, se
realizd a las 3 semanas de su nacimiento. En ese momento también se realiz6 la separacion de
sexo y se procedié al marcaje de cada ratén mediante una pequefia incisién en las orejas derecha
(R), izquierda (1), en ambas (R/L) o en ninguna (N). Ademas, a cada raton se le asignd un
namero n + 1, siendo n el nimero correspondiente al dltimo ratén, y estableciéndose esta
numeracién en funcion de la fecha de nacimiento. La informacion de cada animal se registrd en
el cuaderno de laboratorio asi como en las tarjetas identificativas de cada jaula, apareciendo asi
reflejada la fecha de nacimiento, consanguinidad, marca y namero. Por ultimo, se obtuvo un
pequefo fragmento de la cola para proceder a su genotipado, tal y como se indica en el siguiente

apartado.
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1.2.  Genotipado.

Con objeto de identificar genéticamente cada uno de los animales de los modelos estudiados, se
secciond aproximadamente 0,5 cm de la cola o, excepcionalmente, una pequefia parte de la
oreja. En todo momento se vigilé escrupulosamente la limpieza del material de laboratorio
(etanol 70%) asi como de la cola u oreja de cada raton antes y después del corte para prevenir
posibles contaminaciones gque pudieran conllevar a errores en el genotipado de cada animal. Las
muestras asi obtenidas se almacenaron a -20 °C hasta el dia en que se realizé la extraccion de
ADN (Luque RM., 2007). Se afiadieron 450 ul de buffer de digestion (compuesto por Tris-HCI
1M, EDTA a pH 8.0, NaCl 5M, SDS al 10% y agua autoclavada) y 25 pl de proteinasa K (20
mg/ml; Invitrogen, Barcelona, Espafia) , se agitd vigorosamente y se mantuvo a 55 °C en estufa

durante toda la noche para su completa digestion.

Al dia siguiente, a cada tubo se le afiadié 190 ul de NaCl y se centrifugd a 13000 rpm durante
15 min para el precipitado de las proteinas. A continuacion, se transfirié el sobrenadante a un
nuevo tubo, al que se le afiadié 650 pl de isopropanol (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis,
EE.UU.). Al invertir el tubo suavemente se pudo distinguir un entramado blanquecino
correspondiente al ADN gendmico. La muestra se centrifugd nuevamente durante 20 min y se
afiadieron 500 ul de etanol al 70% para el lavado de ADN. Tras una nueva centrifugacion
(13.000 rpm/10 min) se retird el sobrenadante y la pella se dejo secar durante unos minutos.
Posteriormente, se resuspendié en 250 pl de Tris 10mM (pH 8.0) y el ADN se mantuvo durante
24 horas en dicha solucion. Finalmente, la concentracion de DNA en cada tubo se determind por
espectrofotometria a 260 nm mediante NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Roskilde,
Dinamarca). La verificacion del genotipo de cada animal se realiz6 a partir de 35 ng de ADN

gendmico/ul mediante PCR convencional (Lugue et al., 2006).

1.2.1. Genotipado de ratones CORT-KO.

En la reaccion de la PCR para animales procedentes de la colonia CORT-KO se utilizaron 12,5
ul de Master Mix (Fermentas, Hanover, EE.UU.), 8,5 pl de agua destilada, 1 pl de la muestra
(35 ng/ul) y 1 ul de cada primer (10 mM) por cada reaccion. El perfil de temperatura para la
PCR fue el siguiente: un ciclo inicial de 94°C durante 10 min seguido de 40 ciclos de 94 °C/30 s
61 °C/30 sy 72 °C/30 s y un ultimo ciclo de extensién a 72 °C durante 10 min.

La electroforesis de los productos de PCR se llevé a cabo en un gel de agarosa al 2% con
bromuro de etidio (0,05 pl/ml) a 60-70 V durante 40 min aproximadamente. La observacion de
los geles se realizé en un transiluminador de luz ultravioleta (Bio Rad, Barcelona, Espafia) que

nos permitio visualizar y fotografiar los transcritos obtenidos tras la PCR. Asi, la banda de 300
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pares de bases (pb) resulté indicativa del genotipo WT (+/+), el fragmento de 158 pb
identificaba el genotipo CORT-KO (-/-). La presencia de ambos transcritos en la misma muestra
correspondia al genotipo heterocigoto (+/-) (Fig. 16).

Los primers usados en la verificacion del genotipo son los que se ilustran en la Fig. 16. El par
de primers Ex1Flox y SalFlox fue disefiado por el Dr. de Lecea y amplifica especificamente
productos de 300 pb en el alelo KO. En nuestro laboratorio, hemos disefiado ademas un tercer
primer (As 1510) en la secuencia de la CORT y consecuentemente usado para la caracterizacion
del alelo WT. El par formado por As1510 y Ex1Flox genera un producto de 154 pb. Los primers

se disefiaron mediante el programa Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) usando la

secuencia de ARN mensajero del gen de la CORT de ratdon (NM_007745) disponible en la base
de datos del National Center of Biotechnology Information (NCBI).

. Primer Secuencia
300pb “ u— Ex1Flox 5’-AGTGCACCTGCTCGGTTCGTCTC-3’
158ph -—
. — SalFlox 5’-CATGTCGCACGTGCATGTCGAC -3’
- - - .
As1510 5’-TCCCTGACAGACCCAGGCTAGGA-3’
+H/+ +/- -/

Fig. 16. Imagen de un gel de genotipado para el gen CORT representando bandas de 300 y 158 pb.
Secuencias de los primers usados en la caracterizacion del genotipo CORT-KO.
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Fig. 17: Esquema ilustrativo del disefio experimental de los diferentes grupos de animales

procesamiento del pancreas (LFD/HFD: dieta baja/ alta en grasa respectivamente).
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Fig. 18: Esquema ilustrativo del disefio experimental de los diferentes grupos de animales

procesamiento de los islotes pancreéticos ( LFD/HFD: dieta baja/alta en grasa).

49}

(
\




Material y métodos

2.1.  Toma de muestras.

El sacrificio de los animales usados en este trabajo se realizé por decapitacion y/o dislocacion
cervical en las instalaciones del animalario de la Universidad de Cérdoba. A continuacion se
procedio a la extraccion del pancreas, que bien se procesd inmediatamente para el aislamiento
de ARN, o bien, se preservo para su traslado a las instalaciones del Departamento de Biologia
Celular, Fisiologia e Inmunologia donde se realiz6 el aislamiento de islotes.

2.1.1. Extraccion del pancreas.

Para su extraccion se realizd un corte longitudinal en el abdomen del animal y una vez
localizado se procedid a su extraccion. A continuacion, el pancreas bien se sumergid
inmediatamente en Trizol Reagent (Invitrogen) para la extraccion del ARN, o bien se preservé
en una solucion que contenia colagenasa (solucion Il) para el aislamiento de los islotes

pancreaticos, como se detalla en el Apartado 2.4.

2.2.  Disefio experimental: dietas.

2.2.1. Estudio de obesidad.

En cada uno de los modelos animales incluidos en este estudio (WT y CORT-KO), se
establecieron diferentes grupos que fueron alimentados con dieta baja (LFD: low-fat diet) y alta
en grasa (HFD: high-fat diet; Research Diets, New Brunswick, EE.UU.). Ademas se tomé un
subgrupo control a los que se les suministré una dieta normal (Standard Chow Diet; LabDiet,
Framingham, EE.UU.). Los animales bajo cualquier tipo de dieta tuvieron libre acceso a comida

y agua. La composicién de estas dietas se detalla en la Tabla 2.

PROTEINAS | CARBOHIDRATOS | GRASAS

Standard Chouw Diet 27% 56% 17%
LFD: low-fat diet 20% 70% 10%
HFD: high-fat diet 20% 20% 60%

Tabla 2.: Composicidn caldrica (Kcal) de proteinas, carbohidratos y grasas de las dietas
estandar, LFD y HFD, expresadas en porcentaje.
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A un subgrupo de animales WT se les suministro la dieta LFD o HFD a partir de la 122 semana
de vida (etapa adulta) durante 13 semanas. Un segundo subgrupo de animales WT se aliment6
con estas dietas a partir la 8% semana de vida durante 38 semanas. Por ultimo, los animales de
genotipos WT y CORT-KO se alimentaron a partir de la 42 semana (etapa juvenil) durante 16
semanas, como aparece representado en la Fig. 19. El peso de cada animal se control6 2 veces
por semana desde el momento del inicio de la dieta hasta el mismo dia del sacrificio. Ademas,
durante la semana anterior al sacrificio los animales se inmovilizaron a modo de entrenamiento.

Los diferentes subgrupos se sacrificaron a la 20* semana de edad.

Destetey DIETAS: LFD o HFD
Genotipado.
SACRIFICIO
Animales:

WT

&L ~ pa ~

- L - d L
6\ Dieta estandar 13 semanas de

dietas LFD/HFD
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Fig. 19. Disefio experimental del suministro de dietas en el tiempo a los diferentes subgrupos
(LFD/HFD: dieta baja/alta en grasa).
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2.2.2. Estudio de ayuno.

Ademas de la condicion de obesidad inducida por dieta, también hemos realizado estudios de
ayuno sobre los modelos animales WT y CORT-KO, machos y hembras.

Para ello se establecieron tres grupos de ratones macho y hembra con 14 semanas de edad por
cada uno de los genotipos. Un subgrupo tuvo libre acceso a comida estandar y agua. Los otros
dos subgrupos se alimentaron ad libitum hasta 24 o 48 horas antes del dia del sacrificio,
momento en el que se les retird el acceso a la comida y manteniendo el libre acceso al agua,
causando de esta forma un ayuno prolongado como aparece reflejado en la Fig. 20. Durante la
semana anterior al sacrificio, exceptuando las horas en las que se sometieron a ayuno, los
animales se inmovilizaron a modo de entrenamiento. El peso de los animales fue controlado

justo antes y después del periodo de ayuno.

Dieta estandar

SACRIFICIO
Animales:
WT 14 semanas de edad &
CORT-KO ﬁ
6\ / Destetey
9 genotipado.
Ayuno
Dieta estandar 24 h antes
SACRIFICIO

Animales:

WT 14 semanas de edad
CORT-KO ﬁ
6\ / 9 Destetey

genotipado.
Ayuno
Dieta estandar 48 h antes
SACRIFICIO
Animales:
wWT 14 semanas de edad

CORT-KO ﬁ
6\ / 9 Destetey

genotipado.

Fi

g. 20. Disefio experimental de las condiciones de ayuno en los diferentes subgrupos.
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2.3.  Bombas de cortistatina.

Para analizar el efecto de la CORT exoOgena sobre ratones carentes de CORT desde el
nacimiento se colocaron bombas osméticas (Alzet, Cupertino, EE.UU.) por via subcutanea,
siguiendo las instrucciones del fabricante, como se ha descrito anteriormente (Cordoba-Chacon
et al., 2011c). Se llend el deposito de la bomba con CORT-14 (Phoenix Pharmaceuticals Inc.,
Karlsruhe, Alemania), siempre evitando la formacion de burbujas. La dosis se bombed a una
concentracion de 125 ng/kg/h a una velocidad de infusion constante en ratones hembra de 20
semanas de edad durante un periodo total de 7 dias. Durante la semana en que los animales
tuvieron colocadas las bombas, éstos fueron alimentados con dieta estandar (Standard Chow
Diet). Transcurrido este tiempo las bombas fueron extraidas y los animales sacrificados.
Inmediatamente después del sacrificio se extrajo el pancreas y se congel6 a -80 °C hasta el

momento de su analisis.

2.4.  Aislamiento de islotes pancreaticos.

El procedimiento empleado para el aislamiento de islotes pancreaticos es una modificacion del
descrito por el Dr. Dong-Sheng y colaboradores. Las diferentes soluciones usadas durante este

procedimiento se detallan en el Apéndice 1.

Inmediatamente tras la extraccion del pancreas (Fig. 21A), éste se sumergié en un tubo Falcon
conteniendo 4 ml de solucién 1l y se mantuvo a 4 °C. A continuacion, cada muestra se transfirid
a una placa de vidrio sobre la que se realizaron cortes hasta obtener fragmentos de pancreas de
aproximadamente 1 mm?® (Fig. 21B). Se recogieron con una pipeta Pasteur y se depositaron en
un tubo cénico. Seguidamente, se les afiadié Solucion Il fresca y se incubaron a 37 °C en el
bafio Maria durante 30 min. Cada 10 min los fragmentos se hicieron pasar suavemente a través
de la pipeta Pasteur con objeto de aumentar la eficiencia del aislamiento (Fig. 21C). Tras esta
incubacion, los fragmentos se centrifugaron a 800 rpm a 4 °C durante 2 min y después se retird
el sobrenadante. Al pellet resultante se le afiadié 5 ml de solucion 1V, en la que se incubaron
durante 10 min a 37 °C y a continuacion se afiadieron 20 ml de Solucién | (4 °C) en la que se
resuspendié muy despacio con la pipeta Pasteur. A continuacion, se centrifug6 a 800 rpma 4 °C
durante 2 min, se eliminé el sobrenadante y se procedi6 a los lavados de los islotes con 15, 10 y
5 ml de Solucion 1 a 4 °C.

La suspension de islotes se filtro a través de un filtro de nailon de 70 um (BD Biosciences,
Erembodegem, Bélgica) en el que los islotes quedaron retenidos (Fig. 21D). A continuacion se

recogieron invirtiendo el filtro sobre una placa para cultivo de tejido (60 x 15 mm) y haciendo
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pasar a través de la misma Solucién Il1. Se recogieron los islotes volcando el filtro y haciendo
pasar por la cara opuesta a los islotes 5ml de Solucién 111 atemperada. Los islotes se recogieron
en dichas placas para cultivo de tejido (Sarstedt, Nimbrecht, Alemania) y se incubaron a 37 °C
(Fig. 21E). Finalmente, tras unas horas atemperados, se comprobé la morfologia y el nimero de
islotes con ayuda de un microscopio Optico invertido y mediante una tincién con ditizona (Fig.
21F), como se indicara en el Apartado 2.5.2.

Fig. 21. llustracion del procedimiento para el aislamiento de islotes pancredticos a partir del pancreas total de raton.
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2.5. Cultivo de islotes.

2.5.1. Condiciones de cultivo.

Tras su aislamiento, los islotes pancreaticos se cultivaron a 37 °C (95 % de humedad relativa y
con niveles de CO2 al 5%) durante 72h en Solucion I11. A continuacion, se recogieron mediante
centrifugacion a 800 rpm a 4 °C durante 3 min y se transfirieron a placas de cultivo especificas
para cultivo en suspension (Sarstedt) en las que se mantuvieron durante 7 dias realizando un
cambio de medio cada 48h.

2.5.2. Pureza de islotes.

Para verificar la pureza del cultivo de islotes se uso la tincion con difeniltiocarbazona o ditizona
(DTZ) (Sigma-Aldrich Corp.). Previamente se disolvieron 50 mg DTZ en 5 ml DMSO (1%
p/v), se diluyd 1/20 en HBSS vy se hizo pasar a través de filtros de nailon de 40 uM (BD
Biosciences, Erembodegem, Bélgica). La DTZ se une a los iones zinc presentes en los granulos
secretores de las células beta, tifiendo de rojo el islote pancreatico, facilitando de este modo su
identificacion y viabilidad. Para ello se pusieron sobre una placa de Petri 50 pl de islotes en
suspensién, 50 pl de DTZ a 4 °C y 100 pl de HBSS en un microscopio Optico invertido y se
identificd y contabilizé la proporcidon de islotes de color rojizo con respecto a los demas islotes.
Este proceso se realizd justo después del proceso de aislamiento, asi como pasadas las primeras
72 h en el incubador de cultivo (Cultex, Madrid, Espafia) e inmediatamente antes de realizar
cualquier experimento con islotes, controlando asi la pureza del cultivo. Ademas, mediante esta
técnica confirmamos que la viabilidad antes de su uso en experimentacion fue siempre superior
al 80%.

2.5.3. Tratamientos experimentales sobre islotes pancreaticos en cultivo.

Tras 10 dias de cultivo se unid el material procedente de distintos animales que pertenecian al
mismo grupo y género, se recogieron los islotes mediante centrifugacion a 800 rpm y se pesaron
determinando asi la cantidad total (mg) de islotes en cada caso. A continuacién se distribuyeron
50 mg en placas de cultivo (Thermo Fisher Scientific) en un volumen final de 2 ml de medio
CMLR-1066 (Invitrogen). Posteriormente, estas placas se incubaron en presencia de CORT-14
10nM (Phoenix Pharmaceuticals Inc.) durante un periodo de 24h a 37° Transcurrido este

tiempo se recogieron por un lado los islotes para su procesado de aislamiento de ARN.
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3. Estudio morfol6gico del pancreas.

3.1. Inclusion en parafina.

Tras su extraccion, el pancreas se lavé en PBS para limpiar restos de sangre y se fijo
inmediatamente en paraformaldehido al 4% en PBS durante 12-16 horas a temperatura
ambiente. A continuacion, las muestras se lavaron repetidas veces y se procesaron para su
inclusién en parafina como se detalla en el Apéndice 2. Finalmente, se realizaron cortes de 5 um
de grosor y se colocaron en portaobjetos para analizarlos bajo el microscopio éptico.

3.2. Tincién con hematoxilina-eosina.
Los cortes de pancreas se tifieron con hematoxilina-eosina segun el protocolo indicado en el

Apéndice 3.

3.3. Inmunohistoquimica.

Con el fin de estudiar la localizacion de las células productoras de insulina y glucagon en los
islotes pancreaticos se realizaron estudios de inmunofluorescencia a partir de los cortes de
parafina de los pancreas de los animales WT y CORT-KO obesos y bajo condiciones

metabolicas normales. El protocolo seguido se indica en el Apéndice 4.
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4. Técnicas de biologia molecular.

4.1. Aislamiento de ARN.

Para el aislamiento del ARN pancreético, éste se colocd inmediatamente después de su
extraccion en un criotubo al que se le afiadié 1 ml de Trizol Reagent (Invitrogen) y se
homogeneiz6 con una ultraturrax (IKA, Staufen, Alemania). A continuacion, cada criotubo se
introdujo en nitrégeno liquido para permitir una rapida congelacion del homogenado y, una vez
en el laboratorio, se almacenaron a -80 °C. Para el aislamiento del ARN, se descongelaron las
muestras siguiendo las instrucciones del fabricante del reactivo Trizol. Asi, se les afiadié 200 pl
de cloroformo que se mezclé con el resto de la muestra por inversion durante 15 s. Tras 2-3 min
se centrifugd a 12000 rpm a 4 °C durante 15 min. A continuacién, se transfirio la fase acuosa
resultante a un nuevo tubo y se afiadié 500 ul de isopropanol para permitir la precipitacién del
ARN. Tras una nueva centrifugacion a 12000 rpm a 4 °C durante 10 min se procedi6 a lavar la
pella de ARN con etanol al 75%, seguido de una Ultima centrifugacion, a partir de la cual se
obtuvo la pella correspondiente al ARN total. Este ARN se resuspendié en DEPC-H,0, y se
cuantificé en un NanoDrop obteniéndose valores comprendidos entre 1,7 y 2,0 en la relacion
260/280 nm, indicativo de la integridad del ARN.

Una vez conocida la concentracion de ARN en cada tubo, se tomaron 7 pug de ARN total que
fueron tratados con 1 U/ug de DNAsa (Promega, Madrid, Espafia) con objeto de eliminar
posibles trazas de DNA genomico. Asi, cada 7 jug de ARN se trataron con 1 ul de buffer 10x, 1
pl de la enzima DNAsa y completando con agua DEPC hasta un volumen de 10 pl.
Seguidamente se incub6 a 37 °C durante 30 min, reaccion que se detuvo afiadiendo 1 ul del
DNAsa Stop Buffer y se incubaron 10 min a 70 °C. A continuacion, se procedi6 a la
precipitacion del ARN y para ello se afadieron 250 pl de agua DEPC, 1 ul de glucdgeno
(Roche, Barcelona, Espafia) y 250 ul de isopropanol, se centrifugd durante 10 min, seguido de
lavados con etanol al 75%. Al eliminar el sobrenadante se obtiene el ARN (libre de DNA), que
se resuspendio en 11 pl de agua DEPC y nuevamente se comprob tanto la integridad del ARN

COMoO Su concentracion.

4.1.1. Aislamiento de ARN a través de columna.

Este método se utilizé para el aislamiento de ARN de islotes pancredticos en cultivo. Para ello,
se utilizé el kit Absolutely ARN Miniprep (Stratagene, La Jolla, EE.UU.), y en este caso, cada
50 mg de islotes se homogeneizaron en 300 pl de lisis buffer conteniendo 1,75 ul de B-

mercaptoetanol con ayuda de un homogeneizador de vidrio (Thermo Fisher Scientific). El
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homogenado resultante se transfirié a una columna Prefilter Spin Cup y se centrifugé a maxima
velocidad durante 1 min. Se repitio el proceso con 150 pl de buffer de Lisis extra y un posterior
centrifugado de 2 min a maxima velocidad. Al volumen resultante se le afiadié 450 pl de Etanol
al 70 % a 4 °C. Posteriormente, todo el volumen se transfirié al ARN Binding Cup, y tras un
centrifugado de 1 min a maxima velocidad, qued6 el ARN retenido en el filtro de la columna.

El tratamiento con DNAsa se inici6 pasando 600 pl de Low Salt 1x Buffer por el filtro de la
columna que contenia el ARN, mediante un centrifugado de 1 min, seguido de otro centrifugado
de 2 min para secar el filtro. A continuacion se incubé a 37 °C con 50 pl de DNAsa sobre el
filtro de la columna. Transcurridos 30 min se afiadié 600 pl de High Salt Buffer sobre el centro
de la columna y se centrifugd 1 min. Para lavar el filtro que contenia el ARN se afiadieron 600 y
300 pl de Low Salt Buffer y seguidamente se realizaron dos centrifugaciones de 1 y 2 min
respectivamente. Finalmente se pasé la columna a un tubo limpio y se incubé durante 2 min con
Elution Buffer a 65 °C, y tras eluir el ARN, se cuantificoO mediante un NanoDrop de manera
similar a la descrita en el apartado anterior, almacenandose la muestra a -80 °C hasta la

realizacion de la retrotranscripcion.

4.2. Retrotranscripcion (RT).

Para ello, se emplearon 4 ug de ARN libre de ADN usando el kit comercial de RT (Fermentas)
y siguiendo las instrucciones del fabricante. Asi, al ARN se le afiadieron 4 pl del buffer de
reaccion, 1 pl de la enzima RiboLock y 2 ul de una mezcla de dNTPs a una concentracion 10
mM. Tras una incubacion de 8 min a 25 °C, se afiadié 2 pl de la transcriptasa inversa. A
continuacion, se incubaron las muestras a 25 °C durante 10 min, seguida de otra incubacion a 37
°C durante 60 min y por altimo, una incubacion de 10 min a 70 °C para detener la reaccién. Tras
estas sucesivas incubaciones las muestras se dejaron enfriar en hielo. El volumen final obtenido
fue de 20 ul a una concentracion de 100 pg de cDNA/ul aproximadamente, asumiendo una
eficiencia de RT de 100 %. Las muestras se almacenaron a -20 °C hasta el momento de su

analisis mediante PCR cuantitativa a tiempo real.

4.3. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).
Durante el presente trabajo se han llevado a cabo determinaciones mediante PCR convencional
y PCR cuantitativa a tiempo real, con objeto de evaluar la expresion de diversos genes en el

pancreas total y/o endocrino de ratones de los genotipos WT y CORT-KO.
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4.3.1. PCR convencional.

Por cada reaccion se utilizo 1l (100 ng) de cDNA de cada muestra. Al molde se le afiadio una
mezcla compuesta por 12,5 ul de Master Mix (Fermentas), 9,5 ul de agua destilada, 1 pl de
primer sense (10 uM) y 1 pl de primer antisense (10 uM), obteniendo finalmente un volumen
final de reaccion de 25 pul. El perfil de temperatura fue el siguiente: un ciclo inicial de 95 °C
durante 5 min, seguido de 40 ciclos de 95 °C durante 30 s, 61 °C durante 30 sy 72 °C durante 30
s, y un ciclo final de 72 °C durante 5 min. Para la electroforesis de los productos de PCR se
prepar6 un gel al 2 % de agarosa con 0,05 pl/ml de bromuro de etidio, por donde se hizo pasar a

las muestras a 60-70 V durante 45 min aproximadamente.

4.3.2. Disefio de oligonucleétidos
Los oligonucledtidos especificos de los genes a estudiar fueron disefiados a partir de secuencias
de ratén conocidas y publicadas en la base de datos Genbank NCBI (National Center of
Biotechnology Information). En la Tabla 3 se indican los nimeros de acceso junto con las
correspondientes secuencias sentido y antisentido disefiadas para cada transcrito. El disefio se
realiz6 mediante el uso del software Primer3, el cual nos permitid calcular determinados

parametros y, en la medida de lo posible, determinar unos criterios a seguir, como:

1) el tamafio de los oligonucleétidos entre 19 y 21 pb,

2) la proporcidn en guaninas y citosinas no excediera el 55 %,

3) la unidn a distintos exones, en la medida de lo posible, con el propdsito de evitar
ampliaciones inespecificas de DNA gendmico,

4) la temperatura de fusién o de melting (Tm) 6ptima fuera 61 + 0,2 °C,

5) la amplitud del producto entre 50 y 225 pb,

6) no formen estructuras secundarias (oligonucledtidos con secuencias auto-

complementarias) o dimeros (Secuencias terminales 3’complementarias).

Seguidamente, y con el fin de verificar la especificidad de cada pareja de oligonucleétidos
disefiados, se procedié a la secuenciacion de sus productos. Para ello, se amplificaron los
distintos productos mediante PCR, y tras observar el tamafio esperado en un gel de agarosa para
cada uno de ellos, se purificaron mediante el kit Gel Purification Accuprep (Bioneer, Seul,
Korea). Posteriormente, se cuantificaron a través del nanodrop y se secuenciaron 20 ng/100 pb
de cada producto en el Servicio Central de Apoyo a la Investigacion (S.C.A.l) de la

Universidad de Cérdoba.

59

——
| —



Material y métodos

Primer Tamaiio Secuencias N° acceso

SISTEMA SOMATOSTATINA/CORTISTATINA

Sentido: TCTGCATCGTCCTGGCTTT

SST 113 pb NM_009215.1
Antisentido: CTTGGCCAGTTCCTGTTTCC

Sentido: TGCCCTTTCTGGTCACTTCC
Sstr1 135 pb NM_009216

Antisentido: AGCGGTCCACACTAAGCACA

Sentido: TGATCCTCACCTATGCCAACA
Sstr2 105 pb NM_009217.2
Antisentido: CTGCCTTGACCAAGCAAAGA

Sentido: GCCTTCTTCGGCCTCTACTT
Sstr3 139 pb NM_009218.3
Antisentido: GAATGCGACGTGATGGTCTT

Sentido: AGGCTCGTGCTAATGGTGGT
Sstr4 121 pb NM_009219.3
Antisentido: GGATGAGGGACACATGGTTG

Sentido: ACCCCCTGCTCTATGGCTTT
Sstr5 105 pb NM_011425.2
Antisentido: GCTCTATGGCATCTGCATCCT

Sentido: AACGTGTATATCCAGACAAGAGTGG
Sst5 TMD1 152 pb GQ359777
Antisentido: TCCCAGAAGACAACACCACA

Sentido: CAGTTCACCCGTACTGTGGCAT
Sst5 TMD2 132 pb GQ359776
Antisentido: CACAGCTTCAGGGTGGGTAA

Sentido: GTCCACCCTCTCCGCTCA
Sst5 TMD4 131 pb GQ359775

Antisentido: GCAGGTTCGCAGAGGACATC

Sentido: AAGAGACCCTCGTCCACCAA
CORT 213 pb NM_117745
Antisentido:ACCAGGCAAGGAAAGTCAGAAG

SISTEMA GHRELINA

Sentido: TCCAAGAAGCCACCAGCTAA
GHRELINA 126 pb NM_021488.4
Antisentido: AACATCGAAGGGAGCATTGA

Sentido: ATTTGTGAAGGGAAGGTGGAG
GOAT 120 pb NM_001126
Antisentido: CAGGAGAGCAGGGAAAAAGAG

Sentido: TCAGGGACCAGAACCACAAA
GHS-R 1a 71pb NM_177330.3
Antisentido: CCAGCAGAGGATGAAAGCAA

Sentido: GCTGTCTTCAGGCACCATCT
INTRON 2 226 pb DQ_993169
Antisentido: GTGGCTTCTTGGATTCCTTTC

INSULINA Y GLUCAGON

Sentido: TAATGGGCCAAACAGCAAAG
Insulina 1 164 pb NM_008386.3

Antisentido: GGGTAGGAAGTGCACCAACA

Sentido: TCAAAAACCATCAGCAAGCA
Insulina 2 158 pb NM_001185048

Antisentido: ACCAGGTGGGAACCACAAA

. . Sentido: TCATGGATGGAGGCTATCTGG
Receptor insulina 129 pb NM_010568.2
Antisentido: CCTTGAGCAGGTTGACGATTT

Sentido: ACTCACAGGGCACATTCACC
Glucagén 108 pb NM_008100.3
Antisentido: CAATGTTGTTCCGGTTCCTC

HOUSEKEEPING GENES

Sentido: ATGGCCTTCCGTGTTCCTAC
GADPH 104 pb XM_001473623.1
Antisentido: GCCTGCTTCACCACXCCTTCTT

Sentido: CTGGGACGACATGGAGAAGA
B-actina 205 pb NM_007393.2
Antisentido: ACCAGAGGCATACAGGGACA

Sentido: CAAGACGGAGTGGTTGGATG
Ciclofilina A 109 pb NM_008907.1

Antisentido: TGTCCACAGTCGGAAATGGT

Tabla 3. Tamafio, secuencias sentido y antisentido y nimero de acceso de oligonucle6tidos especificos de raton
para la reaccion de PCR convencional o qRT-PCR.
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4.3.3. Construccion de curvas estandar.
Las curvas estandar usadas para la cuantificacion absoluta de los genes de los diferentes
componentes de los sistemas SST/CORT y ghrelina se obtuvieron mediante amplificacion de
los mismos usando los oligonucledtidos detallados en la Tabla 3, a partir de muestras donde la
expresion de los distintos genes fue abundante.

Los productos amplificados se verificaron por secuenciacion. Posteriormente, se cuantificd y
calculé para cada gen un nimero de copias stock (10° copias) a partir del cual se realizaron
diluciones seriadas en proporcion 1:10 que formarian los distintos puntos de la curva estandar.
Asi, cada curva estaba constituida por 7 puntos: 10° 10°, 10*, 10°, 107 10"y 10° copias de

transcrito.

4.3.4. PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR).

Por cada reaccion se utilizd 1ul (100 ng) de cDNA al que se afiadieron 10 pl de Master Mix
(Stratagene), 8,25 pl de agua destilada, 0,375 ul de primer sense (10uM) y 0,375 ul de primer
antisense (10puM), resultando un volumen final de 20 pl. El perfil de temperatura usado fue de
94 °C durante 5 min, seguido de 40 ciclos de 94 °C 30's, 61 °C 30 sy 72 °C 30 s y para finalizar,
un ciclo de 72 °C durante 5 min, llevandose a cabo en un iCycler IQ™ (Bio Rad, Barcelona,

Espafia).

Ademéas de los genes objeto de estudio, se midieron tres genes que se expresan
constitutivamente, GADPH, B actina y Ciclofilina A, denominados housekeeping (Tabla 3). Los
valores obtenidos a partir estos genes se estudiaron mediante el software Genorm 3.3.
(Vandesompele et al., 2002) que genera un factor de normalizacion (FN) para cada muestra, que

sirvio de referencia para la expresion del resto de genes.
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5. Andlisis estadistico.

Los resultados presentados en esta Tesis estan expresados como la media + error estandar de la
media (SEM). EI nimero de muestras usadas para cada experimento se especifica en cada caso.
Las diferencias significativas se determinaron mediante el test t-Student para comparar los
grupos de ratones correspondientes a los genotipos WT y CORT-KO con el programa
estadistico GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EE.UU.). Los

resultados se consideraron significativos para valores de p<0,05.
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6. Apéndices.

6.1. Apéndice 1. Listado de kits y reactivos utilizados.

Para la ejecucion de los experimentos de esta Tesis y su posterior analisis se adquirieron los,

materiales, reactivos y programas de las siguientes compafiias:

Bioneer (Seul, Korea): Kit Gel purification Accuprep.

Invitrogen (Barcelona, Espafa): Fungizona, Glutamax, Trizol Reagent, Proteinasa K,
Insulina/transferrina/selenio (ITS), Penicilina/estreptomicina (P/S), medios de cultivo
CMLR-1066, RPMI 1640 y Solucién de Hank’s (HBSS).

Millipore (Madrid, Espafia): Kit Elisa de ghrelina acilada de raton, Kit Elisa de ghrelina
total de ratdn, Kit Elisa de insulina de ratén.

Fermentas (Hanover, EE.UU.): Kit de RT: RevertAid First Strand cDNA Systhesis Kit,
Master Mix para PCR convencional.

Jackson InmunoResearch (West Grove, EE.UU.): Anticuerpos secundarios anti-
insulina y anti-glucagon.

Phoenix Pharmaceuticals Inc. (Karlsruhe, Alemania): CORT-14 de ratén/rata, Kit
Elisa de glucagon de raton, Kit Elisa de SST de raton.

Promega (Madrid, Espafa): Kit de tratamiento con DNAsa.

Roche (Barcelona, Espafia): Inhibidor de proteasas MiniProtease Inhibitor, Glucdgeno.
Sera-Lab LTD (Crawley Down, Reino Unido): suero fetal bovino (FBS).
Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, EE.UU.): Colagenasa tipo V, gentamicina, toxina
colérica, isopropanol, DNAsa Desoxiribonucleasa | de pancreas bovino, anticuerpos
primarios anti-insulina y anti-glucagén.

Stratagene (La Jolla, EE.UU.): Absolutely RNA RT-PCR Miniprep Kit, Master Mix
para gRT-PCR (1Q SYBR Green).

6.2. Apéndice 2. Preparacion de medios para el aislamiento de islotes.

Para llevar a cabo el protocolo de aislamiento de los islotes de Langerhans a partir del pancreas

total del ratdn, fue necesaria la preparacion de diferentes medios y su posterior mantenimiento a

4 °C hasta su uso. Los medios usados en este proceso fueron los siguientes:

SOLUCION I: solucién de Hank’s complementada con CaCl, (HBSS; Invitrogen).
SOLUCION I1: constituida por 1 mg/ml de colagenasa tipo V (Sigma-Aldrich Corp.)
por cada 5ml de HBSS.
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SOLUCION I11: constituida por medio RPMI 1640 (Invitrogen) suplementado con
suero fetal bovino (FBS) al 10 % (Sera-Lab LTD, Crawley Down, Reino Unido), 5 ml
de glutamax 200 mM (Invitrogen), 10000 units/ml de penicilina/estreptomicina (1:100)
(Invitrogen) y 50 ng/ul de gentamicina (1:200) (Sigma-Aldrich Corp.) por cada 500 ml
de RPMI 1640.

SOLUCION 1V: constituida por 100 ng/ul de DNAsa en 5 ml de HBSS
(Deoxiribonucleasa | de pancreas bovino, Sigma-Aldrich Corp).

SOLUCION V: constituida por medio CMLR-1066 (Invitrogen) suplementado con
FBS al 10 %, 5 ml de glutamax 200 mM, 3 ml de Fungizona a 250 pg/ml (Invitrogen),
20 pl de toxina colérica a 100 ng/ml (Sigma-Aldrich Corp.), 5 ml de Insulina (10
pg/ml), Transferrina (5,5 pg/ml), Selenio (6,7 ng/ml) (ITS) (Invitrogen),
penicilina/estreptomicina a 10.000 U/ml (1:100) (Invitrogen), gentamicina a 50 ng/ul
(1:200), por cada 500 ml de medio.

6.3. Apéndice 3. Protocolo de inclusion en parafina.

Para la inclusion de las muestras en parafina fueron necesarios los siguientes pasos:

Fijar las muestras en paraformaldehido al 4% durante 12-16 horas a temperatura
ambiente.
Lavar 3 veces (15 min/lavado) con PBS 1x.
Deshidratar con distintos alcoholes a temperatura ambiente:
o Alcohol 70 % durante 1 hora.
o Alcohol 90 % durante 1 hora.
o Alcohol 100 % durante 1 hora. Repetir 2 veces.
Sumergir en xilol a temperatura ambiente durante 30 minutos. Repetir 2 veces.
Sumergir en xilol-parafina (al 50 %) a 60 °C durante 1 hora.
Sumergir en parafina | a 60 °C durante 1 hora.
Sumergir en parafina Il a 60 °C durante 1 hora.
Sumergir en parafina Il a 60 °C durante 1 hora.
Hacer bloques de parafina y dejar solidificar a -20 °C.

Obtener secciones de 5 um de grosor y colocar sobre el portaobjetos.

6.4. Apéndice 4. Protocolo de tincion con hematoxilina-eosina.

Los pasos a seguir para la tefiir las muestras colocadas en los cubreobjetos con hematoxilina-

eosina son los siguientes:

Desparafinar con xilol durante 15 minutos.
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Hidratar:

o Alcohol 100 % durante 5 minutos.

o Alcohol 90 % durante 5 minutos.

o Alcohol 70 % durante 5 minutos.
Lavar con agua corriente durante 5 minutos.
Tefiir con hematoxilina durante 20 minutos.
Lavar con agua corriente durante 15 minutos.
Tefiir con eosina durante 5 minutos.

Lavar con agua corriente.
Deshidratar:

o Alcohol 70 % durante 5 minutos

o Alcohol 90 % durante 5 minutos.

o Alcohol 100 % durante 5 minutos.

o Xilol.

Montar permanentemente.

Apéndice 5. Protocolo de inmunohistoquimica.
Desparafinar e hidratar la muestra.
Lavar 3 veces con PBS 1x (5 min).
Bloquear con BSA al 1 % en PBS durante 1h a temperatura ambiente.
Incubar con el anticuerpo primario durante toda la noche en cdmara himeda. Los
anticuerpos se diluyeron en PBS a la siguiente concentracion:
o Anti-insulina de cobaya 1:2000 (Sigma-Aldrich Corp.).
o Anti-glucagén de ratdn 1:8000 (Sigma-Aldrich Corp.).
Lavar 3 veces con PBS 1x (5min).
Incubar con el anticuerpo secundario (Jackson ImmunoResearch) correspondiente
durante 1 hora a temperatura ambiente. Se diluyeron en PBS a una concentracion 1:300.
Lavar 3 veces con PBS 1x (5 min).
Incubar a 4 °C durante 10 minutos con Hoechst para tefiir los nicleos de azul.
Lavar 2 veces con PBS 1x (5 min).

Montar mezclando el medio de montaje (Glicerol) en PBS 1x (1:1).
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2. Estudio morfologico del pancreas de ratones WT y CORT-KO.

Tras la extraccion del pancreas, éste se procesd para su observacion al microscopio optico. A
continuacion se realizé un analisis morfolégico sobre secciones de pancreas sometidas a tincion

con hematoxilina-eosina (H&E) e inmunotincion.

1.1. Tincion con hematoxilina-eosina.

Las secciones de pancreas tefiidas con H&E se observaron al microscopio Optico con un
objetivo de 20x y sobre ellas se tomaron fotografias. El andlisis de las imagenes obtenidas no
revelé diferencias significativas en la morfologia del pancreas en secciones obtenidas de
animales WT en comparacion a las obtenidas de animales CORT-KO, para ambos géneros. Asi,
el pancreas mostro su estructura tipica organizada en una porcién exocrina (acinos pancreaticos)
distribuida sobre la mayor parte de la preparacion, y la porcién endocrina (islotes de
Langerhans) distribuida de forma dispersa entre los acinos (Fig. 23).

Fig. 23. Imagen representativa de secciones pancredticas de raton teflidas con H&E. A) Ratén WT
hembra B) Ratdn CORT-KO hembra; C) Raton WT macho; D) Ratén CORT-KO macho. Las
imagenes se tomaron con un objetivo de 20x.

69

——
| —



Resultados

1.2. Inmunohistoquimica.

Con objeto de estudiar posibles diferencias en la composicion y/o distribucion celular en el
islote pancreatico de animales WT 0 CORT-KO, se procedio a la inmunodeteccidn de insulina y
glucagon. Como puede observarse en la Fig. 24, las células productoras de insulina o beta
pancreaticas (verde) se dispusieron en la parte central del islote mientras que las células
productoras de glucagén o células alfa (rojo) se localizaron en regiones periféricas del mismo,
tanto en secciones obtenidas del pancreas de animales WT como de CORT-KO, y para ambos
géneros (Fig. 24).

Fig. 24. Imagen representativa de la distribucion de células procedentes de insulina (verde) y
glucagon (rojo) en secciones de pancreas de ratdon. A) Raton WT hembra B) Raton CORT-KO
hembra; C) Raton WT macho; D) Raton CORT-KO macho. Las imagenes se tomaron con un
objetivo de 20x. El nucleo celular aparece marcado en azul mediante el uso de Hoechst.
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3. Perfil basico de la expresion de los componentes de los sistemas SST/CORT y

ghrelina en el pancreas de ratones WT y CORT-KO.

Para ello, se comprobé la presencia de mRNA de la SST/CORT, ghrelina, sus receptores y
nuevas variantes en el pancreas de ratones macho y hembra de los genotipos objeto de estudio.

2.1. Sistema SST/CORT.

El andlisis de la expresion de los diferentes componentes del sistema SST/CORT se realizé en el
pancreas de ratones de ambos sexos con genotipos WT y CORT-KO. Mediante el uso de
oligonucledtidos especificos para cada uno de los genes objeto de estudio y PCR cuantitativa a
tiempo real (QRT-PCR), se comprobé la ausencia de CORT en el pancreas de ratones WT y
CORT-KO de ambos sexos.

En el caso del pancreas de ratones WT macho se observd la presencia de SST y de sus
receptores sst2, sst3 y sst4, siendo la expresion del receptor sst2 significativamente mayor que
sst4 y sst3 (Fig.25). La ausencia de CORT enddgena en los animales, resulté en una
disminucidn significativa del nimero de transcritos de SST con respecto al genotipo silvestre,
mientras que el nivel de expresidon de los receptores sst2, sst3 y sst4 permanecié invariable
(Fig.25). Por lo que respecta a la expresion de los transcritos de sstl y sst5 no se observd
expresion significativa de los mismos, permaneciendo ésta por debajo del limite de sensibilidad
de la técnica usada.

71

——
| —



Resultados

_ 2F04 1 Somatostatina J 8,E+03 1 sst2 &)
= z T
P T * 2
o w
2. 8,E+03 S 4,E+03 -
[=} (=9
O [=]
ol (5]
Z ol
Z
0,E+00 0,E+00 -
WT CORTKO wT CORTKO

2,E+01 sst3 3 1,E+02 sstd 3
= : g
S~
2 2 I
‘& LE+01 ‘5, 5,E+01
=] [=]
(5] (5]

ol

Z Z

0,E+00 0,E+00

WT CORTKO wT CORTKO

Fig. 25. Nivel de expresion de los componentes del sistema SST en el pancreas de ratones WT y
CORT-KO macho determinados mediante gqRT-PCR. Los datos representan la media de 5 animales
por grupo + SEM, expresados como n° de copias/FN (Factor de Normalizacién) (*: p<0,05 vs WT).

En el pancreas de ratones WT y CORT-KO hembra se comprobd la expresion de los mismos
transcritos descritos en el pancreas de ratones WT macho, si bien su nimero fue variable (Fig.
26). Asi, se comprob6 que la expresién de sst2 aumentd significativamente mientras que la del
resto de los componentes del sistema permaneci6 invariable.
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Fig. 26. Expresion de SST, sst2, sst3 y sst4 en el pancreas de ratones WT y CORT-KO hembra
determinados mediante qRT-PCR. Los datos representan la media de 5 animales por grupo +
SEM, expresados como n° de copias/FN (Factor de Normalizacion) (*: p<0,05 vs WT).
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2.2. Sistema ghrelina.

El estudio de la expresion del sistema ghrelina demostré la presencia de transcritos de los
diferentes componentes de este sistema en el pancreas de animales de ambos genotipos (WT y
CORT-KO) y sexos. En particular, en el pancreas de animales WT macho, se detect6 la
expresion de ghrelina y su variante truncada Inl ghrelina, siendo la expresion de esta Gltima 3
veces mayor a la observada para la propia de ghrelina (Fig. 27). Estos mismos transcritos
mantuvieron una expresion similar en el pancreas de ratones CORT-KO macho (Fig. 27).
Igualmente, también se comprobd que el receptor de ghrelina, GHS-R, y la enzima encargada de
la modificacién de la ghrelina, GOAT, se expresaron a nivel pancreatico, viéndose dicha
expresion significativamente reducida en animales CORT-KO macho (Fig. 27).
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Fig. 27. Expresion de ghrelina, In1 ghrelina, GHS-R y GOAT en el péncreas de ratones WT y
CORT-KO macho determinados mediante qRT-PCR. Los datos representan la media de 5
animales por grupo = SEM, expresados en n° de copias/FN (Factor de Normalizacion) (*: p<0,05
vs WT).

De manera similar a lo observado en el pancreas de los machos, el nivel de expresion de
ghrelina en animales CORT-KO hembra no vari6 significativamente frente a los niveles
pancreaticos de animales WT (Fig. 28). Sin embargo, en contraposicion a lo observado en
machos, el nimero de copias de la variante In1 ghrelina se vio significativamente disminuido en
el pancreas de CORT-KO. Ademas, la reduccién de transcritos de GHS-R y GOAT observada
en machos, no se produjo en el pancreas de ratones hembra permaneciendo su expresion frente
al genotipo silvestre (Fig. 28).
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Fig. 28. Nivel de expresion de ghrelina, In1 ghrelina, el receptor de la ghrelina y la enzima GOAT
en el pancreas de ratones WT y CORT-KO hembra determinado mediante qRT-PCR. Los datos

representan la media de 5 animales por grupo + SEM, expresados como n° de copias/FN (Factor
de Normalizacién) (*: p<0,05 vs WT).

2.3. Insulina 'y glucagon.

En primer lugar se confirmo la presencia de transcritos de insulina y glucagon en el pancreas de

ratones WT macho. Esta expresion constitutiva de insulina y glucagdn no se vio alterada en
ausencia de cortistatina enddgena en ratones WT macho (Fig. 29).
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Fig. 29. Expresion de insulina y glucagén en el pancreas de ratones WT y CORT-KO macho
determinado mediante gRT-PCR. Los datos representan la media de 4-6 animales por grupo + SEM,
expresados como n° de copias/FN (Factor de Normalizacion).

El analisis de expresion de insulina y glucagén en ratones WT y CORT-KO hembra revel

idénticos resultados a los observados en ratones macho. Asi, el nimero de transcritos de insulina

y glucagon no se alterd en ausencia de CORT enddgena (Fig. 30).

74

——
| —



Resultados

8,E+01 Insulina 2
Z
<9
~
7]
8 T
3, 4,E+01 -
=}
(3
ol
Z
0,E+00 T

WT

CORTKO

g

0L ] Glucagén ¢
<9
S~
172}
<
"2, 2,E+01 -
=} -
(5}
Ql

0,E+00 T

WT CORTKO

Fig. 30. Nivel de expresion de insulina y glucagon en el pancreas de ratones WT y CORT-KO
hembra determinado mediante gRT-PCR. Los datos representan la media de 4-6 animales por
grupo + SEM, expresados como n° de copias/FN (Factor de Normalizacion).
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3. Modulacion del perfil basico mediante la implantacion de bombas de CORT en

animales CORT-KO vs WT.

Tras analizar el perfil de expresion de los distintos componentes de los sistemas SST/CORT y
ghrelina a nivel pancreatico en animales carentes de CORT, se analiz6 el efecto de la

administracion de CORT exdgena a animales CORT-KO hembra asi como a sus respectivos

controles (WT hembra) sobre la expresion de ghrelina y su variante truncada.

3.1. Sistema ghrelina.

La administraciéon de CORT mediante bombas a ratones CORT-KO hembra, provocé un

incremento significativo en la expresion de Inl ghrelina, aumento que no se observo en

animales WT. Por otro lado, también se observé que la administracion de CORT no alterd el

nivel pancratico de ghrelina (Fig. 31).
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Fig. 31. Influencia de la administracién de CORT sobre la expresion de ghrelina e Inl ghrelina en el
pancreas de ratones WT y CORT-KO hembra con administracion de CORT exdgena o vehiculo mediante
bombas y determinada mediante qRT-PCR. Los datos representan la media de 5-6 animales por grupo +
SEM, expresados como n° de copias/FN (*: p<0,05; **: p<0,01).

3.2. Insulina.

La ausencia de CORT o su administracién exdgena a ambos genotipos, no alterd la expresion de

los transcritos de insulina 2 en el pancreas de hembras en ninguno de los casos (Fig. 32).
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Fig. 32. Influencia de la administracion de CORT sobre el nivel de expresion de insulina 2 en
pancreas de ratones WT y CORT-KO hembra con administracion de CORT exogena o vehiculo
mediante bombas determinada mediante qRT-PCR. Los datos representan la media de 5-6 animales
por grupo + SEM, expresados como n° de copias/FN (Factor de Normalizacién).
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4. Efecto de la obesidad inducida por dieta (DIO) sobre la expresion de los

componentes de los sistemas SST/CORT v ghrelina en el pancreas de ratones
WT y CORT-KO.

En este apartado, se estudid la posible modulacion de la expresion de los componentes de los
sistemas SST/CORT vy ghrelina en el pancreas de ratones bajo distintas condiciones metabolicas
como el ayuno y la obesidad. A continuacion se describird el andlisis de una situacion de
obesidad inducida mediante la administracion de una dieta baja o alta en grasas (LFD y HFD).

Para ello se consideraron diferentes disefios experimentales, detallados en los apartados
siguientes, en funcién de la edad del animal en la que se comenzé a administrar la dieta (etapas
infantil 0 madura). Asi, se analiz6 la expresiéon de los sistemas SST/CORT y ghrelina tras la
administracion de una dieta HFD a partir de la semana 122 de vida durante y durante un periodo
de 13 semanas. Por otro lado, también se analizé la influencia de la administracion de esta dieta
durante la etapa infantil (a partir de la 4% y 8% semana de vida durante 16 y 38 semanas,

respectivamente).

4.1. Animales WT adultos bajo dieta LFD o HFD.

En primer lugar, se analizé el efecto de la administracion de una dieta LFD o HFD durante 13
semanas a animales adultos (12 semanas de edad) con objeto de evaluar su efecto sobre la
expresion pancreatica de los sistemas SST/CORT y ghrelina en ratones WT segin el disefio
reflejado en la Fig. 33.

DIETAS: LFD o HFD
SACRIFICIO
Semana 122
I Semana 252 I
DOB  Destetey < 13 semanas de dieta >

genotipado.

Fig. 33. Disefio experimental seguido para determinar el posible efecto de la dieta sobre la expresion
pancredtica de los sistemas SST/CORT y ghrelina. En €l se reflejan la edad en la que se administran las dietas
(LFD o HFD) asi como la duracion de las mismas (DOB: date of birth; fecha de nacimiento).

En primer lugar, se comprob6 que la administracion de una dieta HFD a partir de la semana 122

de vida (etapa adulta), provocd un aumento significativo del peso de estos animales. Asi,
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mientras la administracion de una dieta HFD durante 13 semanas aumento el peso del animal en

un 31,97 % con respecto a la dieta baja en grasa (n= 8-12 animales).

4.1.1. Sistema SST/CORT.

La dieta HFD administrada a ratones WT macho adultos no modifico significativamente la
expresion constitutiva de los diferentes componentes del sistema SST a nivel pancreatico, con la
excepcion del receptor truncado sst5TMD1, cuyo namero de transcritos aumentd
significativamente (Fig. 34).
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Fig. 34. Expresion de SST, sst2, sst3, sst4 y de los receptores truncados sst5 TMD1y TMD2 en
el pancreas de ratones WT macho bajo condiciones de obesidad inducida por dieta (DIO) y
determinada mediante QRT-PCR. Los datos representan la media de 8 animales por grupo +
SEM, expresados como n° de copias/FN (Factor de normalizacién) (*: p<0,05 vs LFD).

4.1.2. Sistema ghrelina.

Por otra parte, en el pancreas de ratones WT macho, la ghrelina, la enzima responsable de su

acilacion (GOAT) y su variante Inl ghrelina no vieron afectados sus respectivos niveles de
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expresion como consecuencia de la administracion de una dieta HFD durante 13 semanas (Fig.
35). En estas condiciones metabdlicas, el nimero de copias de Inl ghrelina resulté 30,2 veces
superior al de la propia ghrelina. Ademas, la expresion del receptor de ghrelina, GHS-R,
aumento significativamente en ratones obesos (Fig. 35).
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Fig. 35. Expresion de los componentes del sistema ghrelina en el pancreas de ratones WT
macho en condiciones de obesidad inducida por dieta (DIO) y determinados mediante gRT-
PCR. Los datos representan la media de 8 animales por grupo + SEM, expresados como n° de
copias/FN (Factor de normalizacion) (*: p<0,05 vs LFD).

4.1.3. Insulina.

Bajo estas mismas condiciones experimentales la expresion de los transcritos de insulina 2,
forma mayoritaria productora de insulina, no se vio alterada mientras que la expresién del gen
de insulina 1 aumento con la administracion de las dietas HFD (Fig. 36).
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Fig. 36. Nivel de expresion de los transcritos 1y 2 de insulina en el pancreas de ratones WT
macho en condiciones de obesidad inducida por dieta (DIO) y determinados mediante gRT-
PCR. Los datos representan la media de 8 animales por grupo = SEM, expresados como n° de
copias/FN (Factor de normalizacion) (**: p<0,01 vs LFD).
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4.2. Animales WT adultos bajo dieta LFD o HFD de larga duracion.

A continuacion, se evalué como la expresion de los sistemas objeto de estudio podria verse
afectada por la administracion de una dieta HFD durante 38 semanas en ratones WT hembra,
segun el disefio experimental representado en la Fig. 37.

DIETAS: LFD o HFD
SETENE SACRIFICIO
Semana 462
<€ : >
DOB 38 semanas de dieta
Destetey
genotipado.

Fig. 37. Disefio experimental seguido para determinar el posible efecto de una dieta HFD administrada
durante 38 semanas sobre la expresion pancreatica de los sistemas SST/CORT y ghrelina. En la figura se

refleja la edad en la que se administran la dieta (LFD o HFD) asi como la duracién de la misma (DOB: date
of birth; fecha de nacimiento).

4.2.1. Sistema SST/CORT.

La expresién de SST no se vio afectada como consecuencia de la obesidad inducida con dieta

HFD durante 38 semanas. Sin embargo, el nimero de transcritos del receptor sst2 aumentd
significativamente en estos animales obesos (Fig. 38).

» V92 1 Somatostatina ¢ 38401 1 sst2 Q
B z
P £
3] %)
‘B, 5,E+01 - T S 2,E+01 -
© =9 T
< [=]
Ql (5]
= 2

0,E+00 T 0,E+00 -

LFD HFD LFD HFD

Fig. 38. Expresion de SST y sst2 en el pancreas de ratones WT hembra sometidos a 38 semanas
de DIO determinados mediante qRT-PCR. Los datos representan la media de 4-5 animales por
grupo + SEM, expresados como n° de copias/FN (Factor de normalizacién) (*: p<0,05 vs LFD).
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4.2.2. Sistema ghrelina

El estudio del sistema ghrelina reveld que la expresion de algunos de sus componentes se veia
afectado severamente bajo condiciones de obesidad de larga duracion. Asi, de los 14 ratones
estudiados tan solo en 2 de ellos se observé expresion de ghrelina mientras que la presencia de
la variante In1 ghrelina se detectd en 5 de esos animales, siendo el nivel de expresion detectado
en ambos casos inferior al observado en el perfil bésico.

4.2.3. Insulinay glucagon.

En el presente disefio experimental también se comprobd que la expresion de las hormonas
caracteristicas del pancreas endocrino, la insulina y el glucagon, no se alteré en situaciones de
obesidad provocadas por una dieta HFD de larga duracién, si bien el nimero de transcritos de

insulina presentaba una clara tendencia a disminuir (Fig. 39).
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Fig. 39. Expresion de insulina y glucagén en pancreas de ratones WT hembra en condiciones de
obesidad inducida por dieta (DIO) durante 38 semanas y determinados mediante qRT-PCR. Los

datos representan la media de 4-6 animales por grupo = SEM, expresados como n°® de copias/FN
(Factor de Normalizacién).
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4.3. Animales WT y CORT-KO jovenes bajo dieta LFD o HFD.

Por otro lado, se evalu6 la posible modulacion de los sistemas objeto de estudio en situaciones
de obesidad inducida en la etapa infantil o juvenil de animales WT y CORT-KO durante un
periodo de 16 semanas. Este disefio experimental se representa en la Fig. 40.

DIETAS: LFD o HFD
Semana 42 SACRIFICIO
Semana 202
DOB <€ - >
Destetey 16 semanas de dieta
genotipado.

Fig. 40. Disefio experimental seguido para determinar el posible efecto de la dieta en animales jovenes (a partir
de la 4% semana de vida) sobre la expresion pancreatica de los sistemas SST/CORT y ghrelina. En él se refleja
refleja la edad del animal en la que se administraron las dietas (LFD o HFD) asi como la duracion de las
mismas (DOB: date of birth; fecha de nacimiento).

La administracion de la dieta HFD a animales jovenes durante 16 semanas provocd un aumento
significativo en el peso (g) independientemente de la presencia o ausencia de CORT enddgena
en el animal. No obstante, se observaron diferencias en la ganancia de peso entre ambos
genotipos. Concretamente en el caso de los machos se observé que esta dieta provocod un
aumento de un 31,33 % en el genotipo WT, mientras que en animales carentes en CORT la dieta
HFD provocd un aumento de un 21,84 % (n=8-12 animales). Por otro lado, en las hembras la
administracion de la dieta alta en grasa provocd un aumento de un 23,24 % en el genotipo
silvestre y un 19,50 % en las hembras CORT-KO bajo estas mismas condiciones (n=8-12

animales).

4.3.1. Sistema SST/CORT.
El estudio de los componentes del sistema SST/CORT en el pancreas de ratones WT y CORT-
KO jévenes alimentados con dieta LFD o HFD revelé la presencia de SST, de los receptores

sst2, sst3, sst4 y de las isoformas truncadas sstsTMD1 y sst5TMD2. Sin embargo, la expresion

83

——
| —



de sstl, sstb y sst5TMD4 se mantuvo por debajo de los limites de sensibilidad de la técnica

Resultados

utilizada (Fig. 41).

El suministro de una dieta HFD provoc6 un aumento significativo en la expresion de los
receptores sst2 y sst5TMD1 en el pancreas de los ratones WT macho, permaneciendo inalterable
la expresion del resto de los componentes del sistema. La ausencia de CORT, junto con la
administracion de una dieta rica en grasas, provoco un aumento en la expresion de la isoforma

sstoTMD1, siendo éste significativamente mayor que el aumento observado en ratones WT

alimentados con esta dieta (Fig. 41).
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Fig. 41. Nivel de expresion de los componentes del sistema SST en pancreas de ratones WT y CORT-
KO hembra alimentadas con dieta baja (LFD) o alta en grasa (HFD), determinados mediante gRT-PCR.

Los datos representan la media de 6-11 animales por grupo + SEM, expresados como n°® de copias/FN
(Factor de Normalizacion) (*: p<0,05).
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En el pancreas de ratones WT y CORT-KO hembra se comprobd que el suministro de una dieta

HFD provocé cambios similares a los descritos para ratones macho. Asi, se observo un aumento

significativo en la expresion de sst2. En este modelo, la expresion del receptor sst5TMD1 no se
vio alterada como consecuencia de la obesidad ni por la ausencia de CORT (Fig. 42).
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Fig. 42. Nivel de expresion de la SST, asi como de los receptores sst2, sst3, ss4, sstbTMD1 y sst5
TMD?2 en pancreas de ratones WT y CORT-KO hembra con dieta baja (LFD) y alta en grasa (HFD),
determinados mediante qRT-PCR. Los datos representan la media de 4-7 animales por grupo + SEM,
expresados como n° de copias/FN (Factor de Normalizacion) (*: p<0,05).
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4.3.2. Sistema ghrelina.

En el caso particular de los ratones WT macho, se observé un aumento en el nivel de transcritos
de ghrelina, de la isoforma Inl ghrelina y del receptor GHS-R bajo condiciones de obesidad
(HFD). Sin embargo, estas mismas condiciones de obesidad provocaron una significativa
reduccion en la expresion de ghrelina, de In1 ghrelina, asi como en el receptor de ghrelina, en el
pancreas de animales con el genotipo carente de CORT (Fig. 43). Por otro lado, la expresion de
la enzima GOAT disminuy6 significativamente y de manera independiente de la dieta en el
pancreas de los ratones CORT-KO macho (Fig. 43).
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Fig. 43. Numero de copias de ghrelina, Inl ghrelina, GHS-R y GOAT en péancreas de ratones WT y
CORT-KO macho con dietas LFD y HFD, determinados mediante gRT-PCR. Los datos representan la

media de 4-7 animales por grupo + SEM, expresados como n° de copias/FN (Factor de Normalizacion)
(*: p<0,05; **:P<0,01; ***: p<0,001).

En relacion a la expresion de estos transcritos en el pancreas de animales WT hembra, ésta no se
vio modificada como consecuencia de la administracion de una dieta alta en grasas. Ademas, la

ausencia de CORT, impidié el aumento significativo de ghrelina observado bajo estas
condiciones de obesidad (Fig. 44).

Tanto en machos como en hembras, la expresion de transcritos de Inl ghrelina en el pancreas
fue mayor a la expresion de la propia ghrelina (Fig. 43y 44).
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Fig. 44. Expresion de ghrelina, Inl1 ghrelina, GHS-R y GOAT en el pancreas de ratones WT y CORT-KO
hembra bajo condiciones de obesidad inducida 16 semanas, determinados mediante gRT-PCR. Los datos

representan la media de 6-11 animales por grupo = SEM, expresados como n° de copias/FN (Factor de
Normalizacién) (*: p<0,05).

4.3.3. Insulinay glucagon.

En este disefio experimental también se evalu6 la expresién de insulina y glucagon (Fig. 45y
46). Se observo que la administracion de una dieta HFD provocaba un incremento en el nivel de
transcritos de los genes insulina 1 e insulina 2 en el pancreas de ratones WT macho. Sin
embargo, en estas mismas condiciones metabdlicas, la ausencia de CORT impidi6 tal efecto.

Por otro lado, la expresidn pancreatica de glucagon no se vio alterada como consecuencia de la
obesidad o por la ausencia de la CORT (Fig. 45).
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Fig. 45. Efecto de la DIO durante 16 semanas en la expresion de insulina y glucagén en pancreas
de ratones WT y CORT-KO macho, determinada mediante gRT-PCR. Los datos representan la
media de 4-7 animales por grupo + SEM, expresados como n° de copias/FN (*: p<0,05 vs LFD).

En el pancreas de ratones hembra la expresion insulina y glucagén permanecid invariable como
consecuencia de la dieta y de la falta de CORT, como se observa en la Fig. 46.
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Fig. 46. Nivel de expresion de insulina y glucagon en pancreas de ratones WT y CORT-KO hembra con
dietas LFD y HFD, determinado mediante gRT-PCR. Los datos representan la media + SEM de 4-7
animales por grupo, expresados como n° de copias/FN (*: p<0,05 vs LFD).
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4.3.4. Estudio en islotes pancreéaticos de animales WT vs CORT-KO.
A algunos de los animales (n=4) sometidos al disefio experimental descrito en el apartado
anterior (Apartado 4.3.), se les extrajo el pancreas y se procedid al aislamiento de islotes con

objeto de determinar si la obesidad inducida por la dieta modulaba la expresion de los sistemas
SST/CORT y ghrelina en el pancreas endocrino.

4.3.4.1. Sistema SST/CORT.

A nivel de pancreas endocrino los diferentes componentes del sistema SST (SST, sst2, sst3 y
sst4) no alteraron su nivel de expresion bajo condiciones de obesidad (Fig. 47).

4E04 - Somatostatina 3 LE+03 | sst2 3
2 W
<3
3 I
8 5,E+02 -
5. 2,E+04 - I g -
S
ol
- i

0,E+00 - 0,E+00 -

LFD HFD LFD HFD LFD HFD LFD HFD
WT CORT-KO WT CORT-KO

6,E+02 sst3 3 6,E402 sstd 3
Z T Z
& 3E02 - B 36402
=] 7
S 1 <
: : ‘ ‘
I o
o o
ol ol
Z 0,E+00 - Z  0,E+00 -

LFD HFD LFD HFD LFD HFD LFD HFD
wWT CORT-KO WT CORT-KO

Fig. 47. Expresion de la SST y de los receptores sst2, sst3 y sst4 en el pancreas endocrino de ratones
WT y CORT-KO macho bajo diferentes condiciones metabdlicas, determinados mediante qRT-PCR.
Los datos representan la media = SEM de 4 placas de cultivo (50 mg de islotes/placa) de al menos 3
experimentos independientes, expresados como n° de copias/n® de copias B actina.

4.3.4.2. Sistema ghrelina.

De la misma manera a lo descrito anteriormente (Fig. 43), en el pancreas endocrino se observé
un aumento de ghrelina y GHS-R como consecuencia de la administracién de una dieta alta en
grasas. Este aumento no se observo en animales CORT-KO, en los que por el contrario, se

observé una disminucidn significativa en la expresion de ghrelina y de GHS-R (Fig. 48).
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Por otro lado, la administracion de una dieta HFD no alterd la expresion de Inl ghrelina o
GOAT a nivel del islote pancreético, si bien en animales CORT-KO obesos el nimero de
transcritos de Inl ghrelina aumento significativamente mientras que los transcritos de GOAT no
alteraron su nivel de expresion (Fig. 48).
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Fig. 48. Nivel de expresion de los componentes del sistema ghrelina determinados mediante qRT-
PCR en islotes de ratones WT y CORT-KO macho bajo dietas baja (LFD) o alta en grasa (HFD). Los
datos representan la media + SEM de 4 placas de cultivo (50 mg de islotes/placa) de al menos 3
experimentos independientes, expresados como n°® de copias/ n° de copias P actina (*: p<0,05; **:
p<0,01; ***: p<0,001).

4.3.4.3. Insulina.

El nivel de expresion de insulina 2 aument6 significativamente en animales obesos WT macho,
incremento que no se observo en islotes procedentes de animales CORT-KO (Fig. 49), de igual
forma a lo descrito anteriormente a nivel de pancreas total (Fig. 45). Por otro lado, el nimero de

transcritos del gen insulina 1 no se vio afectado ni por la administracion de HFD ni la ausencia
de CORT (Fig. 49).
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Fig. 49. Expresion de insulina en islotes de ratones WT y CORT-KO determinados mediante gRT-
PCR. Los datos representan la media £ SEM de 2-3 placas de cultivo (50 mg de islotes/placa) de al

menos 3 experimentos independientes, expresados como n° de copias/ n° de copias B actina (*:
p<0,05; vs LFD).

91

——
| —



Resultados

5. Efecto del ayuno sobre la expresion de los componentes de los sistemas
SST/CORT vy ghrelina en el pancreas de ratones WT y CORT-KO.

5.1. Animales CORT-KO vs WT.

En este apartado se describe la posible modulacién de la expresion de los componentes de los
sistemas SST/CORT y ghrelina a nivel pancreético en situaciones de ayuno. Para ello, se llevé
a cabo el disefio experimental que aparece reflejado a continuacion (Fig. 50). Animales WT y
CORT-KO de ambos sexos y de 14 semanas de edad recibieron una dieta alimenticia estandar

desde su nacimiento y durante 24 o 48 horas antes del sacrificio se sometieron a ayuno.

Ayuno
24 h antes
Dieta estandar ad libitum SACRIFICIO
14 semanas g
DOB  pestetey
genotipado. AyunO
48 h antes
Dieta estandar ad libitum SACRIFICIO
14 semanas a
pos Destete y
genotipado.

Fig. 50. Esquema que representa las condiciones de ayuno seguidas en este modelo experimental en ratones
WT y CORT-KO macho y hembra. La figura refleja la duracion de dicha condicion (24 y 48 h) asi como la
alimentacion administrada durante el desarrollo de estos animales (DOB: date of birth: fecha de nacimiento).

El efecto provocado por la privacion total de comida provocd una reduccidn significativa del
peso corporal independientemente del sexo o de la presencia o ausencia de CORT en el animal.
En el caso de los machos WT el ayuno de 24 y 48 h causé una disminucion de 11,6 y 20,2 %
respectivamente, mientras que en el genotipo CORT-KO fue de un 15,3 y 20,3 % (n=8-12
animales). Esta condicion metabdlica también redujo el peso corporal en las hembras,
observandose una disminucion del 12,7 y 24,3 % en el genotipo silvestre y del 12,5y 20,3 % en
las hembras carentes en CORT, como consecuencia del ayuno de 24 y 48 h respectivamente

(n=8-12 animales).
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5.1.1. Sistema SST/CORT.

En el pancreas de ratones WT macho, el ayuno de 24 y 48 h provocd una disminucién
significativa en el numero de transcritos de SST, efecto que no fue observado en animales
CORT-KO (Fig. 51). Ademas, el ayuno de 24h provocd una disminucion significativa de la
expresion pancreatica del receptor sst2 de animales WT y CORT-KO macho. Sin embargo, un
ayuno mas prolongado, 48h, provoc6 un aumento de la expresién de sst2 tan solo en animales
CORT-KO macho (Fig. 51).
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Fig. 51. Expresion de SST y sst2 determinada mediante gRT-PCR en el pancreas de ratones WT versus CORT-KO
macho en condiciones de ayuno durante 24 y 48 horas. Los datos representan la media + SEM de 7 animales por
grupo, expresados como n° de copias/FN (Factor de normalizacion) (*: p<0,05; **: p<0,01 vs Fed).

En el pancreas de ratones WT hembra, y a diferencia de lo descrito en el macho, el ayuno
durante 48 h provoc6 una disminucién significativa de los transcritos de SST (Fig. 52). En
animales CORT-KO, se produjo una disminucion significativa de SST tras el ayuno de 24h,

como se observa en la Fig. 52.
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Fig. 52. Nivel de expresion de SST y sst2 en el pancreas de ratones WT versus CORT-KO hembra en condiciones de
ayuno durante 24 y 48 horas. Los datos determinados mediante qRT-PCR representan la media + SEM de 7 animales
por grupo, expresados en n° de copias/FN (Factor de normalizacion) (*: p<0,05; **: p<0,01 vs Fed).
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5.1.2. Sistema ghrelina.

En animales WT y CORT-KO macho ninguna de estas situaciones de ayuno ensayadas (24 o 48
h) modifico la expresion pancreética de ghrelina (Fig.53).

Ghrelina a
3,E401 -
-4
13
Py T
g 2401 -
5 T T
@
2
0,E400 : : :

Fed Fast24hFast48h Fed Fast 24h Fast 48h
WT CORT-KO

Fig. 53. Nimero de transcritos de ghrelina determinados mediante gqRT-PCR en el pancreas de
ratones WT versus CORT-KO macho bajo distintas condiciones de ayuno (24 y 48 horas). Los

datos representan la media £ SEM de 7 animales por grupo, expresados como n° de copias/FN
(Factor de normalizacidn).

En hembras, 48 h de ayuno provocaron un aumento en la expresion de ghrelina (Fig. 54).
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Fig. 54. Expresion de ghrelina en el pancreas de ratones WT versus CORT-KO hembra en
condiciones de ayuno durante 24 y 48 horas determinados mediante qRT-PCR. Los datos

representan la media + SEM de 7 animales por grupo, expresados como n° de copias/FN (Factor
de normalizacién) (*: p<0,05 vs Fed).

5.1.3. Insulinay glucagon.

El ayuno no modifico la expresion del gen de la insulina 2 sin embargo, el nimero de transcritos
de insulina 1 aumento6 significativamente tanto en animales WT como CORT-KO macho (Fig.
55). En relacidn a la expresion de glucagon, éste aumento su expresién como consecuencia del

ayuno en animales WT mientras que tan solo aument6 en animales CORT-KO macho tras 24h
de ayuno (Fig. 55).
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Fig. 55. Efecto del ayuno sobre la expresién de insulina y glucagén en ratones WT y
CORT-KO macho. Los datos representan la media + SEM de 7 animales por grupo,
expresados como n° de copias/FN (Factor de normalizacion) (*: p<0,05; **: p<0,01; ***:
p<0,001 vs Fed).

En el caso de ratones hembra, el ayuno de 24 y 48h disminuyé significativamente la expresion
del gen insulina 2 en animales de genotipo WT mientras que aumentd significativamente el
ndmero de transcritos de insulina 1 en animales de genotipo CORT-KO. En relacién a la
expresion de glucagon, el ayuno de 48h aumentd significativamente su expresion tanto en
animales WT como CORT-KO mientras que tras 24h de ayuno tan solo aumentd el nimero de
transcritos de glucagon en animales de genotipo CORT-KO (Fig. 56).
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Fig. 56. Expresion de insulina y glucagén en el pancreas de ratones WT vs CORT-KO de
hembras en condiciones de ayuno durante 24 y 48 horas determinados mediante gRT-PCR. Los
datos representan la media £ SEM de 7 animales por grupo, expresados como n° de copias/FN
(Factor de normalizacién) (*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001 vs Fed).
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6. Perfil basico de expresion de los componentes de los sistemas SST/CORT vy
ghrelina en islotes pancreéaticos de ratones WT y CORT-KO.

La expresion constitutiva de los sistemas objeto de estudio se determind sobre islotes
pancreaticos mantenidos en cultivo durante 10 dias. Tras este periodo, se extrajo el ARN, se
sintetiz6 cDNA para por Ultimo determinar el perfil basico de expresion de los componentes de
los sistemas SST/CORT y ghrelina en el pancreas endocrino.

6.1. Sistema SST/CORT.

El analisis de la expresion de los componentes del sistema SST/CORT en islotes pancreaticos
obtenidos de animales WT y CORT-KO macho revel6 la presencia significativa de SST y del
receptor sst2. Ademas, en el caso particular de la SST, su nivel de expresion se vio reducido en
el pancreas endocrino de raton CORT-KO, mientras que la expresion del sst2 aumentd
significativamente en animales CORT-KO frente al genotipo WT (Fig. 57).
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Fig. 57. Expresion de SST y sst2 en el pancreas endocrino de ratones WT y CORT-KO. Los datos
representan la media £ SEM de 3-5 placas de cultivo ( 50 mg de islotes/placa) obtenidos de al
menos 3 experimentos independientes expresados como n° de copias/n® de copias de B actina (*:
p<0,05).

6.2. Sistema ghrelina.

Los diferentes componentes ghrelina, Inl ghrelina y GOAT se evaluaron a nivel de pancreas
endocrino obtenidos de ratones WT y CORT-KO macho (Fig. 58). De manera similar a los
descrito en el pancreas total (Apartado 2.1.2.), la expresién de ghrelina e Inl ghrelina no varié
entre animales WT y CORT-KO, si bien la variante Inl ghrelina se expres6é en mayor
proporcion (9,72 veces) que la ghrelina tanto en islotes de animales WT como CORT-KO.

Igualmente, no se observaron diferencias significativas en la expresion de GOAT obtenida de
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animales WT y CORT macho (Fig. 58). Sin embargo, en islotes en cultivo procedentes de
animales CORT-KO se detectd una disminucion significativa en el nimero de transcritos de
GHS-R en comparacion a islotes en cultivo obtenidos de animales WT (Fig. 58).
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Fig. 58. Expresion de ghrelina, In1 ghrelina, el receptor GHS-R y GOAT en islotes de ratones
WT y CORT-KO macho determinados mediante gRT-PCR. Los datos representan la media +
SEM de 3-5 placas (50 mg de islotes/placa) de al menos 3 experimentos independientes
expresados como nimero de copias/ n° de copias de P actina (**:p<0,01 vs WT).

6.3. Insulinay glucagon.

El andlisis de la expresién de insulina y glucagén en islotes en cultivo obtenidos a partir de
animales WT y CORT-KO macho mostré una reduccion significativa en la expresion de ambas
hormonas pancreéticas como consecuencia de la falta de CORT en el animal (Fig. 59).
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Fig. 59. NUmero de transcritos de insulina y glucagdn en islotes de ratones WT y CORT-KO
macho determinados mediante qRT-PCR. Los datos representan la media + SEM de 3-5 placas
(50 mg de islotes/placa) de al menos 3 experimentos independientes expresados como ndmero de
copias/ n° de copias de B actina (*:p<0,05).
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7. Modulacion de la expresidon de los componentes de los sistemas SST/CORT v
ghrelina en islotes pancreaticos de ratones WT y CORT-KO en cultivo.

En este apartado se analizd el posible efecto de la administracion de cortistatina 14 (CORT-14)

10 nM durante 24 h sobre la expresion de los sistemas objeto de estudio en islotes pancreaticos
en cultivo.

7.1. Sistema SST/CORT.

El tratamiento con CORT-14 a islotes de ratones WT macho (Fig. 60) provocd un ligero
aumento en la expresion tanto de la SST y como del sst2, aumento que no alcanzé significacion
estadistica. Igualmente, en el caso del genotipo CORT-KO tampoco se observaron cambios en

la expresion de la SST o del sst2 en islotes tratados cuando se compararon con sus respectivos
controles (Fig. 60).
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Fig. 60. Nivel de expresion del sistema SST en islotes de ratones WT y CORT-KO macho tratados con CORT-14
10 nM, determinado mediante qRT-PCR. Los datos representan la media + SEM de 2-4 placas de cultivo (50 mg de
islotes/placa) de al menos 3 experimentos independientes, expresados como n° de copias/ n°® de copias de B actina.
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7.2. Sistema ghrelina.

A continuacion, se analiz6 la expresion de ghrelina, In1 ghrelina y GOAT en islotes en cultivo
obtenidos de animales WT y CORT-KO, tratados con CORT-14 10nM durante 24 h (Fig. 61).
Este tratamiento no alter6 la expresién constitutiva de ninguno de los componentes del sistema
ghrelina en islotes obtenidos de animales WT (Fig. 61). Por otro lado, en los islotes con
genotipo carente de CORT, el tratamiento con ésta provocé una reduccion en los niveles de
ghrelina en comparacion a los islotes no tratados. Los niveles de Inl ghrelina y GOAT

permanecieron invariables en los islotes de los machos de ambos genotipos independientemente

del tratamiento (Fig. 61).
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Fig. 61. Expresion de la ghrelina, Inl1 ghrelina y GOAT en islotes de ratones WT y CORT-KO macho tratados con
CORT-14 10 nM, determinado mediante qRT-PCR. Los datos representan la media + SEM de 2-4 placas (50 mg de
islotes/placa) de al menos 3 experimentos independientes, expresados como n° de copias/ n° de copias de B actina (**:

p< 0,01 vs control).
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7.3. Insulina.

Por ultimo, se estudi6 el nivel de expresion de la insulina en los islotes pancreaticos en cultivo
tratados con CORT-14 10 nM durante 24 h (Fig. 62). El analisis de la expresion del gen insulina
2 revel6 que el tratamiento con CORT provocd un aumento significativo en el niamero de
transcritos de insulina 2 en islotes pancreéticos en cultivo procedentes de animales WT (Fig.
62). Sin embargo, este aumento no se observo cuando el tratamiento se administré sobre islotes
pancredticos en cultivo de animales CORT-KO (Fig. 62).
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Fig. 62. NUmero de transcritos del gen insulina 2 determinado mediante gqRT-PCR en islotes de ratones WT y
CORT-KO macho tratados con CORT-14 10 nM,. Los datos representan la media + SEM de 3-5 placas (50 mg de

islotes/placa) de al menos 3 experimentos independientes, expresados como n° de copias/n® copias de B actina (*:
p<0,05 vs control).
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La presente Tesis Doctoral tuvo como objetivo general la caracterizacion de los componentes
del sistema SST/CORT y ghrelina a nivel pancreético y su relacion con la funcion pancreatica.
Para alcanzar dicho objetivo nos propusimos los siguientes objetivos especificos:

1) Analizar histoldgicamente el pancreas de los animales CORT-KO en comparacion a los
animales WT y determinar el patrén de expresion de la SST, CORT, ghrelina, sus receptores y

variantes en estos modelos animales.

2) Estudiar la posible modulacion de la expresion de los sistemas SST/CORT vy ghrelina bajo

condiciones metabolicas extremas como la obesidad inducida por la dieta y el ayuno.

3) Andlisis funcional del pancreas endocrino mediante cultivo de islotes pancreaticos

procedentes de animales CORT-KO en respuesta a distintas condiciones experimentales.

1. Sistema SST/CORT a nivel pancreatico.

Inmediatamente después del descubrimiento de la SST a partir de muestras de origen
hipotalamico y tras la descripcidn de su accidn inhibitoria sobre la liberacion de la hormona del
crecimiento (Alberti et al., 1973), se detallaron otras acciones de la SST sobre las secreciones
neuroendocrinas. Particularmente a nivel pancreatico, se evidencid su caracter inhibitorio sobre
la liberacién de insulina y glucagén, documentando ademas la produccion de SST por las

células delta del pancreas endocrino (Noe, 1981 ).

En la presente Tesis confirmamos la expresion de SST y diferentes componentes de su sistema
en el pancreas de animales WT, tal y como se habia determinado previamente mediante
diferentes aproximaciones metodoldgicas (Strowski & Blake, 2008). Ademas, hemos podido
comprobar que la ausencia de CORT modula la expresién de determinados componentes del
sistema SST a nivel pancreético, en particular la SST y el receptor sst2. Actualmente es bien
conocida ambos péptidos podrian influenciar su expresion. Asi, en el afio 2007, se demostro
que la ausencia de SST en ratones macho estaba intimamente relacionada con un aumento
significativo de la expresion de CORT a nivel hipotalamico (Luque & Kineman, 2007). Sin
embargo, y mas recientemente, se ha descrito que la ausencia de CORT mantiene inalterada la

expresion de SST a nivel hipotalamico (Cérdoba-Chacon et al., 2011c).
En nuestro estudio, detectamos una disminucion significativa de la expresion de SST en el

pancreas de ratones CORT-KO macho, mientras que la expresion del receptor sst2 permanece

invariable. Sin embargo, en el pancreas de ratones CORT-KO hembra la expresion de SST

105

——
| —



Discusion

permanece invariable mientras que el nimero de transcritos sst2 aumenta significativamente. La
reduccion de la expresion de SST en el pancreas de ratones macho coincide con la descrita
concentracion disminuida, si bien no significativa, de SST circulante en animales CORT-KO
(Cordoba-Chacén et al., 2011b), sugiriendo y apoyando la contribucion parcial de la SST de
origen pancreatico en la concentracion de SST circulante. En ratones CORT-KO hembra, la
expresion de SST pancreatica permaneci6 invariable lo que sugeriria que la regulacién de la
expresion de SST y CORT seria género y tejido dependiente, tal y como ha sido previamente
propuesto por otros autores (Lugque & Kineman, 2007; Cérdoba-Chacon et al., 2011b). Por otro
lado, nuestros datos sobre la expresion disminuida de la SST en el pancreas de animales
carentes de CORT, descartaria una vez mas la accion compensadora que ejerce la CORT sobre
la SST a nivel sistémico y viceversa, como también se ha propuesto en otros estudios (de Lecea
& Castario, 2006; Gahete et al., 2010a).

La SST realiza sus acciones biol6gicas mediante el acoplamiento a 5 receptores diferentes, sst1-
sstb. El analisis de la expresion de estos receptores ha generado una gran controversia durante
los ultimos afios, muy probablemente debido a la diferente sensibilidad de las diversas
aproximaciones metodologicas empleadas (Strowski & Blake, 2008). En la presente Tesis
Doctoral, basdndonos en el disefio especifico de cebadores o primers para las distintas
secuencias de los receptores de SST de ratén, hemos podido comprobar que la expresion de los
receptores sstl y sst5 no super6 los limites de deteccidn de la técnica empleada, gRT-PCR. Sin
embargo, hemos podido confirmar la presencia de los sst2, sst3 y sst4 en los genotipos WT y
CORT-KO tanto a nivel de pancreas total como en fracciones pancreaticas enriquecidas en
islotes de Langerhans. En cualquier caso, el nivel de expresion del sst2 fue superior al del sst3 y
sst4, confirmando lo observado por otros autores (Kumar et al.,, 1999 ) y validando

consecuentemente nuestra aproximacion metodolégica.

De manera interesante, la ausencia de CORT provoco una sobreexpresion de sst2 en el pancreas
de ratones CORT-KO hembra al igual que para lo observado en cultivos de islotes procedentes
de animales del mismo genotipo. Diferentes estudios han establecido que el receptor sst2 media
las acciones inhibitorias de la SST sobre la produccién de glucagén por las células alfa del
islote, asi como la liberacion de insulina por las células beta (Strowski et al., 2000 ; Winzell &
Ahrén, 2007). Més recientemente y en humanos, se ha descrito que sst2 y no el receptor sst5
como habia sido descrito inicialmente, seria el receptor sobre el que la SST ejerce sus acciones
inhibitorias sobre las células alfa y beta, y por tanto, poseeria un papel crucial sobre la funcién
pancreatica (Kailey et al., 2012). En este contexto, y dada la afinidad de la CORT por el
receptor sst2, ésta podria ejercer sus acciones sobre la funcion pancredtica a través del mismo

sobre el que ademas regularia su expresion.
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En relacion a la regulacion mediante el tratamiento con CORT 10nM no observamos cambios
en la expresion del sst2 de islotes pancreéticos de ambos genotipos. Tampoco la SST ha sufrido
cambios estadisticamente significativos, sin embargo se ha observado una tendencia a
incrementar sus niveles en islotes de ratones WT tratados con CORT 10nM, y a reducirse en
CORT-KO con el mismo tratamiento. Debido a que los animales carentes en CORT tienen un
mayor namero de transcritos del receptor sst2, cabe la posibilidad de que la tendencia a reducir
los niveles de SST en ratones de genotipo KO podria estar mediada por el sst2, mientras que el
efecto estimulador de la SST en animales WT podria estar mediado por otro receptor. No
obstante, el estudio con antagonistas asi como el uso de otras técnicas se hacen necesarias a la

hora de confirmar esta hipétesis.

Aungue el namero de estudios sobre el papel de la CORT a nivel pancreatico son escasos,
Broglio et al describieron que la CORT, al igual que la SST, inhibe la liberacion de insulina
producida por las células beta (Broglio et al., 2002). Un afio mas tarde, se documento la
presencia de CORT en el pancreas humano y consecuentemente se sugirié una posible accion
local moduladora de la CORT sobre la liberacion de insulina y glucagon (Papotti et al., 2003).
Durante el desarrollo de la presente Tesis no hemos confirmado la expresion de CORT ni en el
pancreas ni en fracciones enriquecidas en islotes pancreaticos en cultivo, si bien pudimos
comprobar su expresién en el hipotdlamo de estos mismos animales (Cérdoba-Chacon et al.,
2011c). Muy probablemente, la diferencia entre nuestros datos y los del grupo del Dr. Papotti

resida en la diferente especie analizada asi como en el diferente abordaje técnico.

En general y sobre los datos aportados en la presente Tesis, podemos concluir que la alteracion

observada en la expresion de SST y sst2 reside en la ausencia de CORT.

1.1.  Modulacion del sistema SST a nivel pancreatico por DIO.

La SST regula el metabolismo energético a distintos niveles. Asi, se ha descrito su participacién
en la supresion de la ingesta de la comida y en la pérdida de peso en condiciones de obesidad
(Stepanyan et al., 2007; Tzotzas et al., 2008). Del mismo modo, también se ha documentado
que situaciones de estrés metabdlico también regulan la expresién del sistema SST. En este
sentido, se ha descrito un aumento significativo de la concentracién de somatostatina circulante
en ratones obesos y diabéticos (Strowski & Blake, 2008). Asimismo, también se ha descrito un

aumento postprandial de la SST-28, de origen intestinal, de manera similar a como lo hace la
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insulina y por tanto, participando en la regulacion de la homeostasis de la glucosa (D'Alessio et
al., 1989).

Actualmente no existe ningun estudio en el que se haya documentado la modulacion de la
expresion de SST pancreética bajo condiciones de obesidad. En nuestro estudio, observamos
que la expresion pancreatica de SST no se ve afectada por la ingesta prolongada de una dita rica
en grasa. Ademas, la ausencia de CORT en animales obesos tampoco afecta a la expresion
pancredtica de SST. Por tanto, nuestros datos estdn en concordancia con lo descrito por otros
autores sobre el aumento de SST circulante bajo situaciones de obesidad y que ésta se debe
fundamentalmente a la produccion de SST por el intestino (D'Alessio et al., 1989). De manera
similar, también hemos podido observar que la obesidad no afecta la expresion de los receptores
sst3 y sst4, para los que hasta la fecha no se ha descrito ninguna implicacién en la regulacion de

la funcidn pancreatica bajo condiciones metabdlicas adversas (obesidad).

Por el contrario, hemos podido observar que la obesidad inducida por dieta modifica
significativamente la expresion del receptor sst2. En este sentido, y como se mencionaba en el
apartado anterior, es bien conocida la participacion de sst2 en la accion inhibitoria de la SST
sobre la produccién de insulina y glucagon (Strowski et al., 2000 ; Kailey et al., 2012) y por
tanto, su implicacién o participacion en el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa, asi
como su relacion con fendmenos de resistencia a insulina (Sutton et al., 2009; Sotos-Prieto et
al., 2010). Ademas, en ratones obesos carentes de expresion de sst2 se ha descrito
hiperglucemia e hiperglucagonemia (Singh et al., 2007). Nuestros datos muestran un aumento
significativo en la expresion de sst2 bajo condiciones de obesidad siendo éste mas acusado
cuanto mas temprana fue la etapa del animal en el que se comenzé a administrar la dieta alta en
grasa, lo cual coincide con lo previamente publicado sobre los efectos deletéreos de la obesidad

cuando ésta es inducida en la etapa infantil sobre la etapa adulta (Juonala et al., 2011).

En estrecha relacion con lo anterior, la ausencia de CORT en animales obesos previno el
aumento en la expresion del sst2 observada en animales WT obesos, sugiriendo un papel
regulador de la CORT sobre la expresion de este receptor en condiciones metabolicas adversas,
tal y como hemos documentado previamente bajo condiciones metabolicas normales. Por tanto,
el conjunto de nuestros resultados apoya la importancia del receptor sst2 a nivel pancreatico

bajo situaciones de obesidad y el papel de la CORT en su regulacién.
Por otro lado, revelamos por primera vez la presencia de los receptores truncados ssts TMD1 y

TMD?2 en el pancreas de ratones, ya que hasta el momento Unicamente se habia descrito su

presencia en hipotdlamo e hipdfisis de raton (Cordoba-Chacon et al., 2011b). Desde su
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descubrimiento, la presencia de estos receptores ha estado intimamente relacionada con el mal
pronostico de determinadas patologias. Asi, en tumores de mama agresivos se ha descrito la
expresion aumentada de uno de estos receptores y su correlacion con marcadores de mal
pronostico (Duran-Prado et al., 2010). En este sentido, en nuestro modelo de obesidad y dado
que ésta es una situacion patolégica de inflamacion cronica, hemos detectado una expresion
aumentada del receptor sst5 TMD1 a nivel pancreético, de manera similar a lo documentado en
hipofisis (Cordoba-Chacon et al., 2011b). Por tanto, y de manera similar a lo que ocurre en otras
patologias, la obesidad podria estar favoreciendo el splicing alternativo del gen del receptor sst5
generandose diferentes isoformas del mismo (sst5 TMD1) cuyo papel a nivel pancreatico esta

aun por determinar.

1.2. Modulacion del sistema SST a nivel pancreatico bajo condiciones de ayuno.

En condiciones de ayuno, el nivel de glucosa en sangre se ve alterado y consecuentemente se
produce una alteracion en la liberacion de las hormonas pancreaticas con objeto de mantener la
homeostasis de la glucosa. Hasta el momento, no hay estudios que analicen la modulacién de la
expresion de la SST pancreética bajo situaciones de ayuno. A nivel hipotalamico se ha
observado una disminucién en el nimero de transcritos de SST, mientras que en el estdmago o
en la hipofisis no se han observado cambios significativos en su expresién (Luque et al., 2007;
Cordoba-Chacdn et al., 201la). A nivel pancreatico, hemos detectado una reduccion
significativa en el nimero de transcritos de SST en animales WT macho sometidos a 24 o 48h
de ayuno, mientras que en animales hembra, la expresién de somatostatina tan solo aumenta tras
un ayuno prolongado (48h). Como ha sido previamente propuesto, la expresion de SST es tejido
y género dependiente (Cdrdoba-Chacon et al., 2011a) lo cual explicaria la diferencia observada
a nivel pancreatico entre machos y hembras. En claro contraste con lo anterior, en nuestro
disefio experimental de ayuno, lo niveles de SST circulante no se vieron afectados (Cérdoba-
Chacon et al., 2011a), lo cual se corresponde nuevamente con la mayor contribucién de la
produccion de SST de origen gastrointestinal a la concentracion de SST circulante (Corleto,
2010).

Por otro lado, también hemos podido comprobar que la expresion del receptor sst2 disminuyé
significativamente en el pancreas de animales macho tras 24h de ayuno si bien, permanecié
invariable durante periodos mas prolongados. Esta disminucion del namero de transcritos de
sst2 concuerdan con lo observado en otros tejidos (hipotalamo, hipofisis y estbmago) y apoyan
la implicacion de sst2 en la homeostasis de la glucosa bajo condiciones de ayuno (Cérdoba-

Chacén et al., 2011a). Sin embargo, en el pancreas de animales hembra no pudimos observar
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cambios significativos en la expresion de sst2 bajo estas mismas condiciones y por tanto, se
requeriria la realizacion de nuevos estudios con objeto de establecer las bases de tal dimorfismo

sexual.

Por ultimo, y de manera general, la ausencia de CORT no parece afectar la expresion de SST y
sst2 mas alla de lo que lo hace una situacion de ayuno per se, y por tanto, nuestros resultados no
nos permiten obtener una conclusion sobre el posible papel pancreatico de la CORT bajo esta

condicion metabdlica extrema.
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2. Sistema ghrelina a nivel pancreético.

La ghrelina, hormona producida fundamentalmente en el estomago, se expresa en diferentes
localizaciones del organismo (Kojima et al., 1999; Chanclén et al., 2012). A nivel pancreético,
se ha descrito la expresion de los diferentes componentes del sistema ghrelina en las células
beta, épsilon y otros tipos celulares endocrinos (Date et al., 2002; Volante et al., 2002; Wierup
et al., 2002; Prado et al., 2004). Asi, ademas de la bien caracterizada y descrita regulacién de la
funcién pancredtica por la ghrelina de origen estomacal, también se ha descrito que la ghrelina
local puede ejercer un papel sobre la funcién pancreatica, y mas concretamente sobre la
homeostasis de la glucosa. Inicialmente, Dezaki y sus colaboradores sugirieron que la ghrelina
local regulaba de forma paracrina la secrecion de insulina (Dezaki et al., 2006). Para ello,
administraron un antagonista de GHS-R a animales gastrectomizados y observaron un aumento
significativo en la secrecion de insulina. Sin embargo, actualmente la accion local de la ghrelina
sobre la regulacion de la produccion de insulina es objeto de controversia y debate. Incluso,
Bando et al. 2012 han documentado que en animales transgénicos con sobreexpresion de
ghrelina y GOAT, la ghrelina de origen pancreatico no participa en la regulacion de la
liberacion de insulina. Consecuentemente, el papel de la ghrelina de origen pancreatico ain no

se ha podido definir claramente.

En la presente Tesis Doctoral confirmamos la expresion de los diferentes componentes del
sistema ghrelina (ghrelina, Inl ghrelina, GHS-R y GOAT) en nuestro modelo biolégico:
pancreas completo y fracciones enriquecidas en islotes pancreaticos obtenidas de animales WT
y CORT-KO. Ademas, presentamos evidencias de la reduccién que sufren los transcritos del
receptor GHS-R y GOAT en ratones CORT-KO, lo cual a priori puede sugerir una posible

regulacion de las acciones de la ghrelina a nivel pancreéatico en este modelo animal.

Por otro lado y de manera similar a lo que se ha descrito a nivel hipotalamico e hipofisario
(Kineman et al., 2007), en el pancreas también observamos una expresion mas abundante de la
variante Inl ghrelina sobre la de la propia ghrelina, sugiriendo por tanto que la prevalencia a
nivel pancretico de esta variante truncada ejerceria diversas acciones biolédgicas a través de un
receptor que esta aln por identificar. Ademas, el andlisis de la secuencia del transcrito Inl
ghrelina revela que éste posee la secuencia caracteristica de acilacién u octanoilacion descrita en
el precursor pre-proghrelina y por tanto, a partir de él se podria generar un péptido que también
podria convertirse en sustrato de la enzima GOAT (Kineman et al., 2007; Gahete et al., 2011).
Asi, basandonos en la expresion disminuida de GOAT en el pancreas de ratones CORT-KO,
podemos sugerir que la CORT también podria regular la funcién pancreéatica de ghrelina o su
variante In1 ghrelina mediante la modulacion de su octanoilacién/acilacién y consecuentemente

su activacion, aspecto que necesitaria ser analizado en mas detalle.
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2.1. Modulacioén del sistema ghrelina en obesidad

En roedores, diferentes estudios han aportado evidencias sobre la modulacion de los
componentes del sistema ghrelina en condiciones metabdlicas adversas como la obesidad
(Baragli et al., 2011; Aydin et al., 2012). Concretamente, en condiciones de obesidad inducida
por una dieta alta en grasa, se ha descrito una disminucion significativa de los niveles de
ghrelina a nivel gastrico, hipotdlamo e hipofisario asi como una concomitante reduccion de la
concentracion plasmatica de ghrelina (Kineman et al., 2007; Luque et al., 2007; Gahete et al.,
2010b). En nuestro estudio, y de manera similar a lo descrito, hemos comprobado que la
expresion de determinados componentes del sistema ghrelina también se ve alterada a nivel
pancretico en situaciones de obesidad inducida por la dieta. Sin embargo y de manera contraria
a lo descrito en hipotalamo e hipofisis, en los que se ha documentado una disminucién
significativa de ghrelina, GOAT e Inl ghrelina (Gahete et al., 2010b), hemos podido observar
que la obesidad inducida por dieta produce una sobreexpresion de la regulacion de ghrelina, Inl
ghrelina y GHS-R en el péancreas de animales macho adultos, mientras que no altera la
expresion de ninguno de los componentes del sistema ghrelina anteriormente mencionados en el
pancreas de animales hembra. Nuestros resultados concuerdan con el caracter tejido-
dependiente de las alteraciones en el sistema ghrelina bajo condiciones de obesidad, y ademas
también podrian sugerir que los cambios observados en los componentes del sistema ghrelina
son género-dependientes. Por otro lado, bajo estas mismas condiciones experimentales
(obesidad), hemos documentado previamente que la concentracién de ghrelina circulante no se
ve alterada en estos animales (Gahete et al., 2010b), confirmando asi que el aumento de ghrelina
circulante observado en situaciones de obesidad se debe fundamentalmente a la sintesis de
ghrelina de origen gastrico (Gahete et al., 2010b; Sahin et al., 2011).

Por otro lado, la obesidad ha sido ampliamente documentada como una situacion de inflamacion
crénica que, especificamente a nivel pancreatico, causa un efecto deletéreo sobre su funcién y
particularmente sobre la funcién de la célula beta. En este sentido, el aumento observado en la
expresion de ghrelina pancreatica bajo situaciones de obesidad podria estar actuando como un
mecanismo protector mediante la modulacion del crecimiento y supervivencia de la célula beta-
pancreéatica, de manera similar a lo recientemente descrito para los diferentes componentes del
sistema ghrelina (ghrelina, desacil ghrelina, obestatina, etc) bajo condiciones fisiolégicas y
patofisioldgicas (Granata 2006). Ademas, en situaciones metabolicas extremas, hemos
observado que la expresion de la variante Inl ghrelina también predomina sobre la de la propia
ghrelina, apoyando por tanto la relevancia de un papel para esta isoforma que contribuiria al
descrito para los péptidos relacionados con la ghrelina sobre la supervivencia de la célula beta
(Granata et al., 2012b).
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Recientemente, nuestro grupo ha descrito que la acumulacién de grasa y la homeostasis de la
glucosa en los ratones de la estirpe C57BI/6 es independiente de la edad en la que al animal se le
administre una dieta HFD (Cordoba-Chacén et al., 2012b) si bien, el perjuicio fisiologico o el
efecto deletéreo de la obesidad es mayor cuanto mas temprana es la edad en la que ésta se
induce (Juonala et al., 2011). En la presente tesis hemos analizado cémo la obesidad inducida
por dieta podria afectar la expresion pancreatica del sistema ghrelina cuando ésta era inducida a
diferentes edades del animal (joven vs. adulto) asi como su diferente duracién de induccién (10
vs. 38 semanas). Mediante esta aproximacién, hemos observado que la expresion los diferentes
componentes del sistema ghrelina no se ve basicamente alterada cuando la obesidad se induce
en etapas tempranas (jovenes). Sin embargo, y tan solo en el caso de animales macho,

observamos un aumento en la expresion de GHS-R en respuesta a la obesidad.

En contraposicion a la sobreexpresion del sistema ghrelina descrita anteriormente en el pancreas
de animales WT, hemos observado una disminucion significativa de los componentes del
sistema ghrelina en el pancreas completo asi como en fracciones enriquecidas de islotes
pancreaticos en animales obesos y deficientes en CORT. Estos resultados apoyarian un nuevo
papel patofisiolégico de la CORT en la funcion pancreatica bajo situaciones de estrés
metabolico (obesidad) confirmando ademés la interrelacion previamente descrita para los
sistemas ghrelina y cortistatina (Broglio et al., 2002; Chanclén et al., 2012). Parado6jicamente,
en fracciones de islotes obtenidas del pancreas de animales CORT-KO obesos observamos una
expresion aumentada en el nivel de transcritos de la variante Inl, cuyo splicing podria estar
favorecido sobre la expresion de ghrelina nativa en estas situaciones de cultivo, a través de un
mecanismo no del todo claro adn. Evidentemente, nuestros resultados sugieren que tanto la
expresion de la ghrelina nativa y su variante Inl ghrelina podria estar regulada de manera
diferencial en islotes pancreaticos en cultivo de una manera semejante a los descrito en
hipotalamo, hipdfisis y estobmago (Cérdoba-Chacén et al., 2011a), aspecto que necesita ser

investigado con mayor profundidad.

2.2. Modulacion del sistema ghrelina en el pancreas en condiciones de ayuno

En situaciones de ayuno, se ha descrito que la expresién de ghrelina no se ve significativamente
modificada a nivel de estbmago o hipotadlamo de raton mientras que a nivel hipofisario se ha
descrito un aumento de su expresion (Luque et al., 2006b; Luque et al., 2007). A nivel
pancreatico, nuestro estudio es el primero que analiza la expresion de los diferentes
componentes del sistema ghrelina, y de manera similar a lo descrito en hipotalamo y estémago,

hemos podido comprobar que el sistema ghrelina tampoco se ve alterado bajo circunstancias de
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déficit nutricional. Nuestros resultados sugieren que el sistema ghrelina no participa en la
desregulacion de la funcién pancreatica bajo situaciones de ayuno. Los niveles circulantes de
ghrelina total no sufren cambios significativos tras 24 0 48 h de ayuno de ayuno, mientras que la
concentracion plasmatica de ghrelina acilada aumento significativamente y de manera similar a
lo descrito en otros estudios (Luque et al., 2006b; Luque et al., 2007; Gahete et al., 2010b).

En el caso particular de animales hembra, la ausencia de cortistatina (CORT-KO) esta
relacionada con una mayor concentracion plasmatica de ghrelina total y acilada en comparacion
con los animales de genotipo silvestre (WT), aumento que ademas se corresponde con un
incremento en la expresion de los transcritos de ghrelina a nivel estémago (Cérdoba-Chacon et
al., 2011c). A nivel pancreatico, y de manera similar a lo anteriormente descrito, hemos
observado un aumento significativo en la expresion de ghrelina en animales hembra CORT-KO
sometidos a ayuno prolongado (48h) si bien, estos datos necesitan un analisis mas profundo con

objeto de determinar su posible relevancia en situaciones de ayuno.
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3. Insulina y otras hormonas pancreéticas a nivel pancreatico.

Con el fin de profundizar en el conocimiento sobre el papel de la CORT en la funcion
pancredtica, evaluamos la expresion de los transcritos de insulina y glucagén en animales WT y
CORT-KO. Nuestros datos demuestran que la ausencia de CORT no modifica el nivel de
transcritos de estas hormonas pancreaticas. Ademas, hemos podido comprobar que la
reintroduccion sistémica de CORT mediante bombas durante un periodo de 7 dias, tampoco
modifica la expresion de insulina o glucagon. Estos resultados coinciden con lo recientemente
publicado por nuestro grupo sobre que la ausencia de CORT no altera los niveles circulantes de
insulina y glucagdén (Cordoba-Chacén et al., 2011c). En este contexto, la concentracion de
glucosa circulante tampoco se vio alterada en ratones CORT-KO en comparacion con sus
respectivos controles (WT). Sin embargo, y en el caso particular de ratones CORT-KO macho,
nuestro grupo ha descrito recientemente un carécter insulino-resistente de los mismos (Cérdoba-
Chacon et al., 2011c). Asi, las pruebas de tolerancia a la insulina realizadas sobre animales
CORT-KO macho, revelaron un aumento en la concentracioén de glucosa a los 60 y 120 min
después de la administracion de insulina. En estos mismo animales, también se ha descrito un
aumento significativo en los niveles plasmaticos de GH y corticosterona, hormonas con accién
bien conocida sobre la sefializacion de insulina (Byrne, 2001) y que por tanto, podrian estar
contribuyendo en la resistencia a insulina caracteristica de los animales CORT-KO macho
(Cérdoba-Chacon et al., 2011c). En claro contraste con lo anterior, en animales CORT-KO
hembra, se han descrito niveles aumentados de ghrelina acilada circulante que podrian
contribuir en el mantenimiento de la funcion pancreatica y homeostasis de la glucosa mediante
su accion sobre la célula beta y evitando consecuentemente la resistencia a insulina que
presentan los animales CORT-KO macho, aspecto que indudablemente necesitaria ser
investigado mediante un estudio mas profundo. No obstante, nuestros sobre datos de la
expresion disminuida a nivel pancreatico de determinados componentes del sistema ghrelina
(GHS-R y GOAT) en animales CORT-KO machos, y no en la hembra, podrian contribuir en el

esclarecimiento de dicha hipotesis.

El nimero de estudios realizados in vivo que describen el papel de la CORT sobre la funcién
pancreatica es muy limitado. Por lo general, a la CORT se le atribuye una accion de caracter
inhibitorio sobre la secrecion de insulina in vivo y bajo determinadas circunstancias patoldgicas
(Broglio et al., 2002; Grottoli et al., 2006), de manera similar a lo originalmente descrito para la
SST (Alberti et al., 1973), ampliamente considerada como su analogo natural. Sin embargo, se
ha documentado que la ausencia de SST (SST-KO) tampoco modifica la concentracidn

plasmatica de insulina o glucagén (Luque et al., 2006; Luque et al., 2007), muy probablemente
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debido a acciones compensatorias sobre la funcion pancreatica ejercidas por otros factores

circulantes.

De manera interesante, nuestros estudios in vitro sobre islotes pancreaticos en cultivo y
obtenidas de animales CORT-KO, revelan una reduccion significativa en el namero de
transcritos de insulina y glucagén. Ademéas hemos podido observar un incremento en la
expresion de sst2 y una reduccion en la expresion de GHS-R en comparacion con los islotes
obtenidos de animales WT. Muy probablemente, in vitro, la expresion reducida de insulina y
glucagén podria deberse a la accion inhibitoria de la SST sobre la expresion de las mismas a
través de su acoplamiento al receptor sst2, al cual le ha sido ampliamente asignado el caracter
inhibitorio de la somatostatina sobre las secreciones endocrinas (Strowski et al., 2000 ; Kailey
etal., 2012).

Por otro lado, hemos podido comprobar que la administracion in vitro de CORT a fracciones
enriquecidas en islotes pancreaticos procedente de animales WT, provocaba un aumento
significativo en el namero de transcritos de insulina. Sin embargo, este mismo tratamiento a
islotes obtenidos de animales CORT-KO no alteraba significativamente el nimero de transcritos
de insulina, si bien éstos presentaron una clara tendencia a disminuir. Como indicabamos en el
parrafo anterior, la expresion de GHS-R es mayor en islotes procedentes de animales WT que en
CORT-KO vy por tanto, el papel estimulador de la CORT sobre la sintesis de insulina podria
deberse a su accién a través del receptor de ghrelina, al que se une con una alta afinidad
(Deghenghi et al., 2001).

El conjunto de nuestros resultados revela que la CORT puede ejercer una accion dual sobre la
expresion de insulina, de carécter inhibitorio (Strowski et al., 2000) o estimulador (Kailey et al.,

2012), dependiendo de la accidn se ejerce a través del receptor sst2 0 GHS-R, respectivamente.

3.1. Modulacién de insulina y glucagén en el pancreas en DIO.

En situaciones de obesidad inducida por dieta hemos detectado un aumento significativo de los
transcritos de insulina 1 e insulina 2 en extractos de pancreas, mientras que en extractos de
fracciones enriquecidas en islotes tan solo hemos detectado un aumento significativo de
transcritos de insulina 2. Tal aumento en los transcritos de insulina se corresponde con un
aumento en la concentracion de insulina plasmatica en animales obesos tal como observamos en
este estudio y los realizados por otros (Luque et al., 2011; Granata et al., 2012a). Sin embargo,

en el pancreas de animales carentes en CORT y obesos, el nivel de transcritos de insulina
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permanece en el mismo rango que los animales control, si bien estan ligeramente disminuidos
en muestras de islotes pancreéticos, sugiriendo y apoyando el papel de la cortistatina endégena
en la regulacion de la funciéon pancrética endocrina, particularmente sobre la célula beta

pancreatica.

La obesidad inducida por la dieta, bien inducida desde la etapa adulta o desde edades mas
tempranas, provoca la aparicion de fendmenos de hiperinsulinemia, hiperglucemia y resistencia
a la insulina en estos animales (Cérdoba-Chacon et al., 2012b). Asi, en situaciones de diabetes,
la sobreproduccidn de insulina para contrarrestar los altos niveles de glucosa en sangre termina
provocando de manera paulatina la muerte de la célula beta pancreatica. Teniendo en cuenta que
la ghrelina promueve la supervivencia y proliferacion de las células beta pancreéticas en
condiciones metabdlicas extremas (glucolipotoxicidad), el aumento de su expresién observado
en los machos obesos a nivel pancreatico podria explicarse mediante su papel protector sobre la

célula productora de insulina (Granata et al., 2007; Granata et al., 2012b).

Por el contrario, la falta de CORT previno el aumento en los transcritos de insulina observado
en animales WT obesos al igual que lo descrito para el sistema ghrelina, asi como tampoco en
los niveles circulantes de insulina. Estos datos sugieren que la CORT enddgena podria jugar un
papel importante en la prevencion de situaciones patoldgicas tales como obesidad y diabetes.
Los mecanismos de la regulacion metabdlica a nivel pancreatico por los que actuaria la CORT
son aln desconocidos, sin embargo los datos aportados en la presente Tesis Doctoral nos

permitirian sugerir la implicacion de los receptores sst2 y GHS-R.

3.2. Modulacién de insulina y glucagdn en el pancreas en condiciones de ayuno.

Ha sido ampliamente descrito que ante un bajada de los niveles de glucosa en sangre, el
pancreas contribuye con una mayor produccion de glucagon y una reduccion concomitante de la
liberacién de insulina, con objeto de restablecer un nivel glucosa 6ptimo o el estado de
normoglucemia en el organismo (Boyle et al., 1989). En nuestro estudio, el analisis realizado
sobre la expresion de insulina y glucagén bajo condiciones de ayuno confirma un aumento en el
namero de transcritos de glucagén mientras que los de insulina disminuyen. Concretamente, en
animales WT macho, el nimero de transcritos de glucagébn aument6 tras 24 y 48 horas de
ayuno, mientras que en animales WT hembra aumento tras 48 horas de ayuno. En el caso de la
insulina, ésta disminuy6 su expresion en las hembras tras 24 o 48 horas, mientras que en

machos la expresion de insulina permaneci6 invariable.

117

——
| —



Discusion

Con el fin de estudiar la implicacion de la CORT en la funcion pancreética bajo condiciones de
ayuno, analizamos la expresion pancreatica de insulina y glucagon en ratones de genotipo
CORT-KO. De este modo, pudimos comprobar que la ausencia de CORT no alteraba los
cambios en los niveles de insulina observados en animales WT sometidos a ayuno, dejando a un
lado la interferencia de la CORT en la funcién pancreética en la alteracion metabdlica causada
por el ayuno.
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La expresion constitutiva de SST y su receptor sst2 se ve alterada a nivel pancreético por la
ausencia de CORT asi como bajo determinadas situaciones metabdlicas adversas (ayuno y
obesidad).

La expresion pancreética del sistema ghrelina aumenta significativamente en condiciones de

obesidad inducida por dieta a nivel pancreatico.

La ausencia de CORT enddgena previene la sobreexpresion de los componentes del sistema

ghrelina a nivel pancreético.

La ausencia de CORT enddgena previene o impide la elevada secrecién de insulina
(sintesis y liberacion) que es caracteristica de situaciones de obesidad, lo cual sugiere que la
CORT enddgena puede jugar un papel relevante en la funcién pancreatica en situaciones

normales y pato-fisioldgicas.
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Conclusions

Constitutive expression of SST and its receptor sst2 is altered at the pancreatic level by the
absence of CORT as well as under certain adverse metabolic situations (fasting and
obesity).

Pancreatic expression of ghrelin system increases significantly in terms of diet-induced

obesity at the pancreatic level.

Absence of endogenous CORT prevents the pancreatic over-expression of ghrelin system

components.

Absence of endogenous CORT prevents the high secretion of insulin (synthesis and
release) that is characteristic of obesity situations, suggesting that endogenous CORT may

play a relevant role in pancreatic function in normal and patho-physiological situations.

125

——
| —






Bibliografia






Bibliografia

ADEGHATE, E. & PONERY, A. S. (2002). Ghrelin Stimulates Insulin Secretion from the Pancreas of
Normal and Diabetic Rats. Journal of Neuroendocrinology 14, 555-560.

AL MASSADI, O., TsCHOP, M. H. & TONG, J. (2011). Ghrelin acylation and metabolic control.
Peptides 32, 2301-2308.

ALBERTI, K. G. M. M., JUEL CHRISTENSEN, N., ENGKIZR CHRISTENSEN, S., PRANGE HANSEN, A., IVERSEN, J.,
LUNDBAK, K., SEYER-HANSEN, K. & ORskov, H. (1973). Inhibition of insulin secretion by
somatostatin. The Lancet 302, 1299-1301.

ALUA, E., TARABRA, E., VOLANTE, M., CERRATO, M., GHIGO, E., MuccioLl, G. & PAPOTTI, M. (2005).
Expression of cortistatin and MrgX2, a specific cortistatin receptor, in human
neuroendocrine tissues and related tumours. The Journal of Pathology 207, 336-345.

AN, W., LI, Y., XU, G., ZHAOQ, J., XIANG, X., DING, L., LI, J., GUAN, Y., WANG, X., TANG, C., LI, X.,
MULHOLLAND, M. & ZHANG, W. (2010). Modulation of Ghrelin O-Acyltransferase
Expression in Pancreatic Islets. Cellular Physiology and Biochemistry 26, 707-716.

ANGELIDIS, G., VALOTASSIOU, V. & GEORGOULIAS, P. (2010). Current and potential roles of ghrelin in
clinical practice. Journal of endocrinological investigation 33, 823-838.

ASAKAWA, A., INUI, A., FUJIMIYA, M., SAKAMAKI, R., SHINFUKU, N., UETA, Y., MEGUID, M. M. & KASUGA,
M. (2005). Stomach regulates energy balance via acylated ghrelin and desacyl ghrelin.
Gut 54, 18-24.

AYDIN, S., SAHIN, i., OzkAN, Y., DAG, E., GUNAY, A., GUZEL, S., CATAK, Z. & OZERCAN, M. (2012).
Examination of the tissue ghrelin expression of rats with diet-induced obesity using
radioimmunoassay and immunohistochemical methods. Molecular and Cellular
Biochemistry 365, 165-173.

BANDO, M., IWAKURA, H., ARIYASU, H., HOSODA, H., YAMADA, G., HOSODA, K., ADACHI, S., NAKAO, K.,
KANGAWA, K. & AkAMIzU, T. (2012). Transgenic overexpression of intraislet ghrelin does
not affect insulin secretion or glucose metabolism in vivo. American Journal of
Physiology - Endocrinology And Metabolism 302, E403-E408.

BARAGLI, A., LANFRANCO, F., ALLASIA, S., GRANATA, R. & GHIGO, E. (2011). Neuroendocrine and
metabolic activities of ghrelin gene products. Peptides 32, 2323-2332.

BARNETT, B. F.-H., YOUSANG, HWANG, Y. F.-T., MARTIN S., TAYLOR, M. F.-K., HENRIETTE, KIRCHNER, H. F.-
P., PAUL T., PFLUGER, P. F.-B., VINCENT, BERNARD, V. F.-L., YU-yI, LIN, Y. F.-B., ERIN M.,
BOWERS, E. F.-M., CHANDRANI, MUKHERJEE, C. F.-S., WOO-JIN, SONG, W. F.-L., PATTI A,,
LONGO, P. F.-L., DANIEL J., LEAHY, D. F.-H., MEHBOOB A., HUSSAIN, M. F.-T., MATTHIAS H.,
TscHoP, M. F.-B., JEF D., BOEKE, J. F.-C., PHILIP A. & COLE, P. A. (2010). Glucose and weight
control in mice with a designed ghrelin O-acyltransferase inhibitor. Science 330, 1689-
1692. .

BENSO A, G. C., PRODAM F, GAUNA C, DESTEFANIS S, FILTRI L, VAN DER LELY AJ, DEGHENGHI R, GHIGO E,

BROGLIO F. (2003). Effects of cortistatin-14 and somatostatin-14 on the endocrine
response to hexarelin in humans. J Endocrinol Invest. 26, 599-603.

129

——
| —



Bibliografia

BOEHM, B. O. & LUSTIG, R. H. (2002). Use of somatostatin receptor ligands in obesity and diabetic
complications. Best Practice &amp; Research Clinical Gastroenterology 16, 493-509.

BOYLE, P. J.,, SHAH, S. D. & CRYER, P. E. (1989). Insulin, glucagon, and catecholamines in
prevention of hypoglycemia during fasting. American Journal of Physiology -
Endocrinology And Metabolism 256, E651-E661.

BRAZEAU, P., VALE, W., BURGUS, R., LING, N., BUTCHER, M., RIVIER, J. & GUILLEMIN, R. (1973).
Hypothalamic Polypeptide That Inhibits the Secretion of Immunoreactive Pituitary
Growth Hormone. Science 179, 77-79.

BRIGGS, D. & ANDREWS, Z. (2011). A Recent Update on the Role of Ghrelin in Glucose
Homeostasis. Current Diabetes Reviews 7, 201-207.

BROGLIO, F., ARVAT, E., BENSO, A., GOTTERO, C., MuccioLl, G., PAPOTTI, M., LELY, A. J. V. D., DEGHENGHI,
R. & GHIGO, E. (2001). Ghrelin, a Natural GH Secretagogue Produced by the Stomach,
Induces Hyperglycemia and Reduces Insulin Secretion in Humans. Journal of Clinical
Endocrinology & Metabolism 86, 5083.

BROGLIO, F., ARVAT, E., BENSO, A., GOTTERO, C., PRODAM, F., GROTTOLI, S., PAPOTTI, M., MuccioLl, G.,
VAN DER LELY, A. J., DEGHENGHI, R. & GHIGO, E. (2002). Endocrine Activities of Cortistatin-
14 and Its Interaction with GHRH and Ghrelin in Humans. Journal of Clinical
Endocrinology & Metabolism 87, 3783-3790.

BROGLIO, F., GOTTERO, C., ARVAT, E. & GHIGO, E. (2003). Endocrine and non-endocrine actions of
ghrelin. Horm Res 59, 109-117.

BROGLIO, F., GOTTERO, C., PRODAM, F., GAUNA, C., MuccioLl, G., PAPOTTI, M., ABRIBAT, T., VAN DER
LELY, A. ). & GHIGO, E. (2004). Non-Acylated Ghrelin Counteracts the Metabolic But Not
the Neuroendocrine Response to Acylated Ghrelin in Humans. Journal of Clinical
Endocrinology & Metabolism 89, 3062-3065.

BROGLIO, F., GROTTOLI, S., ARVAT, E. & GHIGO, E. (2008). Endocrine actions of cortistatin: In vivo
studies. Molecular and Cellular Endocrinology 286, 123-127.

BYRNE, C. D. (2001). Programming other hormones that affect insulin: Type 2 diabetes. British
Medical Bulletin 60, 153-171.

CABRERA, O., BERMAN, D., KENYON, N. S., RICORDI, C., BERGGREN, P. & CAICEDO, A. (2006). The unique
cytoarchitecture of human pancreatic islets has implications for islet cell function.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 103,
2334-2339.

CoLomBO, M., GREGERSEN, S., XIAO, J. & HERMANSEN, K. (2003). Effects of Ghrelin and Other
Neuropeptides (CART, MCH, Orexin A and B, and GLP-1) on the Release of Insulin From
Isolated Rat Islets. Pancreas 27, 161-166.

CORDIDO, F., ISIDRO, M. L., NEMINA, R. & SANGIAO-ALVARELLOS, S. (2009). Ghrelin and Growth

Hormone Secretagogues, Physiological and Pharmacological Aspect. Current Drug
Discovery Technologies 6, 34-42.

130

——
| —



Bibliografia

CORDIDO, F., PENALVA, A., DIEGUEZ, C. & CASANUEVA, F. F. (1993). Massive growth hormone (GH)
discharge in obese subjects after the combined administration of GH-releasing
hormone and GHRP-6: evidence for a marked somatotroph secretory capability in
obesity. Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism 76, 819-823.

CORDOBA-CHACON, GAHETE, CULLER, CASTANO, K., R. D. & LuQuE. (2012a). Somatostatin
Dramatically Stimulates Growth Hormone Release from Primate Somatotrophs Acting
at Low Doses Via Somatostatin Receptor 5 and Cyclic AMP. Journal of
Neuroendocrinology 24, 453-463.

CORDOBA-CHACON, G., MANUEL, DURAN-PRADO, P0zO-SALAS, MALAGON, GRACIA-NAVARRO, KINEMAN,
LUuQUE & CAsTANO. (2010). Identification and characterization of new functional
truncated variants of somatostatin receptor subtype 5 in rodents. Cellular and
Molecular Life Sciences 67, 1147-1163.

CORDOBA-CHACON, J., GAHETE, M., POZO-SALAS, A. |., MORENO-HERRERA, A., CASTARNO, J. P., KINEMAN,
R. D. & LuQuUE, R. M. (2012b). Peripubertal-onset, but not adult-onset, obesity increases
IGF-I and drives development of lean mass, which may lessen the metabolic
impairment in adult obesity. American Journal of Physiology - Endocrinology And
Metabolism.

CORDOBA-CHACON, J., GAHETE, M. D., CASTANO, J. P., KINEMAN, R. D. & LuQuE, R. M. (2011a).
Somatostatin and its receptors contribute in a tissue-specific manner to the sex-
dependent metabolic (fed/fasting) control of growth hormone axis in mice. American
Journal of Physiology - Endocrinology And Metabolism 300, E46-E54.

CORDOBA-CHACON, J., GAHETE, M. D., DURAN-PRADO, M., LUQUE, R. M. & CASTANO, J. P. (2011b).
Truncated somatostatin receptors as new players in somatostatin—cortistatin
pathophysiology. Annals of the New York Academy of Sciences 1220, 6-15.

CORDOBA-CHACON, J., GAHETE, M. D., POzO-SALAS, A., MARTINEZ-FUENTES, A., DE LECEA, L., GRACIA-
NAVARRO, F., KINEMAN, R., CASTANO, J. P. & LuQuE, R. M. (2011c). Cortistatin Is Not a
Somatostatin Analogue but Stimulates Prolactin Release and Inhibits GH and ACTH in a
Gender-Dependent Fashion: Potential Role of Ghrelin. Endocrinology 152, 4800-4812.

CORLETO, V. D. (2010). Somatostatin and the gastrointestinal tract. Current Opinion in
Endocrinology, Diabetes and Obesity 17, 63-68.

CSABA, Z., BERNARD, V., HELBOE, L., BLUET-PAIOT, M.-T., BLOCH, B., EPELBAUM, J. & DOURNAUD, P.
(2001). In Vivo Internalization of the Somatostatin sst2A Receptor in Rat Brain:
Evidence for Translocation of Cell-Surface Receptors into the Endosomal Recycling
Pathway. Molecular and Cellular Neuroscience 17, 646-661.

CUMMINGS, D. E., OVERDUIN, J., SHANNON, M. H. & FOSTER-SCHUBERT, K. E. (2005). Hormonal
mechanisms of weight loss and diabetes resolution after bariatric surgery. Surgery for

Obesity and Related Diseases 1, 358-368.

CHANCLON, B., MARTINEZ-FUENTES, A. J. & GRACIA-NAVARRO, F. (2012). Role of SST, CORT and
Ghrelin and its receptors at the endocrine pancreas. Frontiers in Endocrinology 3.

131

——
| —



Bibliografia

CHUANG, J., SAKATA, |., KOHNO, D., PERELLO, M., OSBORNE-LAWRENCE, S., REPA, J. J. & ZIGMAN, J. M.
(2011). Ghrelin Directly Stimulates Glucagon Secretion from Pancreatic alpha-Cells.
Molecular Endocrinology 25, 1600-1611.

D'ALEssiOo, D. A., SIEBER, C., BEGLINGER, C. & ENSINCK, J. W. (1989). A physiologic role for
somatostatin 28 as a regulator of insulin secretion. The Journal of Clinical Investigation
84, 857-862.

DATE, Y., KoJIMA, M., HOSODA, H., SAWAGUCHI, A., MONDAL, M. S., SUGANUMA, T., MATSUKURA, S.,
KANGAWA, K. & NAKAZATO, M. (2000). Ghrelin, a Novel Growth Hormone-Releasing
Acylated Peptide, Is Synthesized in a Distinct Endocrine Cell Type in the
Gastrointestinal Tracts of Rats and Humans. Endocrinology 141, 4255-4261.

DATE, Y., NAKAZATO, M., HASHIGUCHI, S., Dezakl, K., MONDAL, M. S., HOSODA, H., Koima, M.,
KANGAWA, K., ARIMA, T., MATSUO, H., YADA, T. & MATSUKURA, S. (2002). Ghrelin is present
in pancreatic cells of humans and rats and stimulates insulin secretion. Diabetes 51,
124-129.

DAVIES, J. S., KOTOKORPI, P., ECCLES, S. R., BARNES, S. K., TOKARCZUK, P. F., ALLEN, S. K., WHITWORTH, H.
S., GUSCHINA, I. A., EVANS, B. A. J., MODE, A., ZIGMAN, J. M. & WELLS, T. (2009). Ghrelin
Induces Abdominal Obesity Via GHS-R-Dependent Lipid Retention. Molecular
Endocrinology 23, 914-924.

DE LECEA, L. & CASTANO, J. P. (2006). Cortistatin: not just another somatostatin analog. 2, 356-
357.

DE LECEA, L. & CASTANO, J. P. (2006). Cortistatin: not just another somatostatin analog. Nat Clin
Pract End Met 2, 356-357.

DE LECEA, L., CRIADO, J. R., PROSPERO-GARCIA, O., GAUTVIK, K. M., SCHWEITZER, P., DANIELSON, P. E.,
DuNLoP, C. L. M., SIGGINS, G. R., HENRIKSEN, S. J. & SUTCLIFFE, J. G. (1996). A cortical
neuropeptide with neuronal depressant and sleep-modulating properties. 381, 242-
245,

DE LECEA L, S. J. (1996). Peptides, sleep and cortistatin. Mol Psychiatry. 1, 349-351.

DEGHENGHI, R., PAPOTTI, M., GHIGO, E. & MuccioLl, G. (2001). Cortistatin, but not somatostatin,
binds to growth hormone secretagogue (GHS) receptors of human pituitary gland. J
Endocrinol Invest. 24, RC1-3.

DEGHENGHI R, P. M., GHIGO E, MuccioLl G. (2001). Cortistatin, but not somatostatin, binds to
growth hormone secretagogue (GHS) receptors of human pituitary gland. J Endocrinol
Invest. 24, RC1-3.

DEezAKI, K., HOSODA, H., KAKEI, M., HASHIGUCHI, S., WATANABE, M., KANGAWA, K. & YADA, T. (2004).
Endogenous Ghrelin in Pancreatic Islets Restricts Insulin Release by Attenuating Ca2+
Signaling in 12-Cells. Diabetes 53, 3142-3151.

DezAKl, K., KAKEI, M. & YADA, T. (2007). Ghrelin Uses Gai2 and Activates Voltage-Dependent K+

Channels to Attenuate Glucose-Induced Ca2+ Signaling and Insulin Release in Islet B-
Cells. Diabetes 56, 2319-2327.

132

——
| —



Bibliografia

DezAKI, K., SONE, H., Koizumi, M., NAKATA, M., KAKEI, M., NAGAI, H., HOSODA, H., KANGAWA, K. &
YADA, T. (2006). Blockade of Pancreatic Islet—Derived Ghrelin Enhances Insulin
Secretion to Prevent High-Fat Diet—Induced Glucose Intolerance. Diabetes 55, 3486-
3493.

DezAkl, K., SONE, H. & YADA, T. (2008). Ghrelin is a physiological regulator of insulin release in
pancreatic islets and glucose homeostasis. Pharmacology &amp,; Therapeutics 118,
239-249.

DOURNAUD, P., DELAERE, P., HAUW, J. J. & EPELBAUM, J. (1995). Differential correlation between
neurochemical deficits, neuropathology, and cognitive status in Alzheimer's disease.
Neurobiology of Aging 16, 817-823.

DURAN-PRADO, M., GAHETE, M. D., HERGUETA-REDONDO, M., MARTINEZ-FUENTES, A. J., CORDOBA-
CHACON, J., PALACIOS, J., GRACIA-NAVARRO, F., MORENO-BUENO, G., MALAGON, M. M., LUQUE,
R. M. & CASTANO, J. P. (2012). The new truncated somatostatin receptor variant
sst5TMD4 is associated to poor prognosis in breast cancer and increases malignancy in
MCF-7 cells. Oncogene 31, 2049-2061.

DURAN-PRADO, M., GAHETE, M. D., MARTINEZ-FUENTES, A. J., LUQUE, R. M., QUINTERO, A., WEBB, S. M.,
BENITO-LOPEZ, P., LEAL, A., SCHULZ, S., GRACIA-NAVARRO, F., MALAGON, M. M. & CASTARNO, J.
P. (2009). Identification and Characterization of Two Novel Truncated but Functional
Isoforms of the Somatostatin Receptor Subtype 5 Differentially Present in Pituitary
Tumors. Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism 94, 2634-2643.

DURAN-PRADO, M., SAVEANU, A., LUQUE, R. M., GAHETE, M. D., GRACIA-NAVARRO, F., JAQUET, P.,
DUFOUR, H., MALAGON, M. M., CULLER, M. D., BARLIER, A. & CASTANO, J. P. (2010). A
Potential Inhibitory Role for the New Truncated Variant of Somatostatin Receptor 5,
sst5TMD4, in Pituitary Adenomas Poorly Responsive to Somatostatin Analogs. Journal
of Clinical Endocrinology & Metabolism 95, 2497-2502.

ECKEL, R. H., KAHN, S. E., FERRANNINI, E., GOLDFINE, A. B., NATHAN, D. M., SCHWARTZ, M. W., SMITH, R.
J. & SMITH, S. R. (2011). Obesity and Type 2 Diabetes: What Can Be Unified and What
Needs to Be Individualized? Diabetes Care 34, 1424-1430.

EGIDO, E., RODRIGUEZ-GALLARDO, J., SILVESTRE, R. & MARCO, J. (2002). Inhibitory effect of ghrelin on
insulin and pancreatic somatostatin secretion. European Journal of Endocrinology 146,
241-244,

EGIDO, E. M., HERNANDEZ, R., MARCO, J. & SILVESTRE, R. A. (2009). Effect of obestatin on insulin,
glucagon and somatostatin secretion in the perfused rat pancreas. Regulatory Peptides
152, 61-66.

EHSES, J. A., PERREN, A., EPPLER, E., RIBAUX, P., POSPISILIK, J. A., MAOR-CAHN, R., GUERIPEL, X.,
ELLINGSGAARD, H., SCHNEIDER, M. K. J., BIOLLAZ, G., FONTANA, A., REINECKE, M., HOMO-
DELARCHE, F. & DONATH, M. Y. (2007). Increased Number of Islet-Associated
Macrophages in Type 2 Diabetes. Diabetes 56, 2356-2370.

ENGELKING. (1997). Physiology of the endocrine pancreas. Semin Vet Med Surg (Small Anim). 4,
224-229.

133

——
| —



Bibliografia

EPELBAUM, J., GuiLLOU, J.-L., GASTAMBIDE, F., HOYER, D., DURON, E. & VIOLLET, C. (2009).
Somatostatin, Alzheimer's disease and cognition: An old story coming of age? Progress
in Neurobiology 89, 153-161.

ESLER, W. P., RUDOLPH, J., CLAUS, T. H., TANG, W., BARuccl, N., BROWN, S.-E., BuLLock, W., DALY, M.,
DECARR, L., LI, Y., MILARDO, L., MOLSTAD, D., ZHU, J., GARDELL, S. J., LIVINGSTON, J. N. &
SWEET, L. J. (2007). Small-Molecule Ghrelin Receptor Antagonists Improve Glucose
Tolerance, Suppress Appetite, and Promote Weight Loss. Endocrinology 148, 5175-
5185.

FELDMANN, B., JEHLE, P. M., MOHAN, S., LANG, G. E., LANG, G. K., BRUECKEL, J. & BOEHM, B. O. (2000).
Diabetic retinopathy is associated with decreased serum levels of free IGF-I and
changes of IGF-binding proteins. Growth Hormone &amp;, IGF Research 10, 53-59.

FLoo, J. F., UEzu, K. & MORLEY, J. E. (1997). The cortical neuropeptide, cortistatin-14, impairs
post-training memory processing. Brain Research 775, 250-252.

FURUTA, M., FUNABASHI, T. & KIMURA, F. (2001). Intracerebroventricular Administration of Ghrelin
Rapidly Suppresses Pulsatile Luteinizing Hormone Secretion in Ovariectomized Rats.
Biochemical and Biophysical Research Communications 288, 780-785.

GAHETE, M. D., CORDOBA-CHACASN, J., DURAN-PRADO, M., MALAGA3N, M. A. M., MARTINEZ-FUENTES, A.
J., GRACIA-NAVARRO, F., LUQUE, R. M. & CASTAA+0, J. P. (2010a). Somatostatin and its
receptors from fish to mammals. Annals of the New York Academy of Sciences 1200,
43-52.

GAHETE, M. D., CORDOBA-CHACON, J., HERGUETA-REDONDO, M., MARTINEZ-FUENTES, A. J., KINEMAN, R.
D., MORENO-BUENO, G., LuQUE, R. M. & CASTANO, J. P. (2011). A Novel Human Ghrelin
Variant (In1-Ghrelin) and Ghrelin-O-Acyltransferase Are Overexpressed in Breast
Cancer: Potential Pathophysiological Relevance. PLoS ONE 6, €23302.

GAHETE, M. D., CORDOBA-CHACON, J., SALVATORI, R., CASTANO, J. P., KINEMAN, R. D. & LUQUE, R. M.
(2010b). Metabolic regulation of ghrelin O-acyl transferase (GOAT) expression in the
mouse hypothalamus, pituitary, and stomach. Molecular and Cellular Endocrinology
317, 154-160.

GAHETE, M. D., DURAN-PRADO, M., LUQUE, R. L. M., MARTINEZ-FUENTES, A. J., VAZQUEZ-MARTINEZ, R.,
MALAGON, M. M. & CASTANO, J. P. (2008). Are somatostatin and cortistatin two siblings
in regulating endocrine secretions? In vitro work ahead. Molecular and Cellular
Endocrinology

Special Issue: Somatostatin, Cortistatin and their Receptors in Health and Disease 286, 128-
134,

GAUNA, C., DELHANTY, P. J. D., HOFLAND, L. J., JANSSEN, J. A. M. J. L., BROGLIO, F., ROSS, R. J. M., GHIGO,
E. & VAN DER LELY, A. J. (2005). Ghrelin Stimulates, Whereas Des-Octanoyl Ghrelin
Inhibits, Glucose Output by Primary Hepatocytes. Journal of Clinical Endocrinology &
Metabolism 90, 1055-1060.

134

——
| —



Bibliografia

GIANNOUKAKIS, N., RUDERT, W. A,, TRUCCO, M. & ROBBINS, P. D. (2000). Protection of Human Islets
from the Effects of Interleukin-1i> by Adenoviral Gene Transfer of an [12B Repressor.
Journal of Biological Chemistry 275, 36509-36513.

GNANAPAVAN, S., KOLA, B., BUSTIN, S. A., MORRIS, D. G., MCGEE, P., FAIRCLOUGH, P., BHATTACHARYA, S.,
CARPENTER, R., GROSSMAN, A. B. & KORBONITS, M. R. (2002). The Tissue Distribution of the
mMRNA of Ghrelin and Subtypes of Its Receptor, GHS-R, in Humans. Journal of Clinical
Endocrinology & Metabolism 87, 2988.

GOMEZ, R., LAGO, F., GOMEZ-REINO, J. J. & GUALILLO, O. (2009). Novel factors as therapeutic targets
to treat diabetes. Focus on leptin and ghrelin. Expert Opinion on Therapeutic Targets
13, 583-591.

GONZALEZ-REY, E., CHORNY, A., ROBLEDO, G. & DELGADO, M. (2006 ). Cortistatin, a new
antiinflammatory peptide with therapeutic effect on lethal endotoxemia
10.1084/jem.20052017 The Journal of Experimental Medicine 203 563-571

GONZALEZ-REY E, D.-M. V., SOUzZA MOREIRA L, DELGADO M. (2010). Neuropeptides as therapeutic
approach to autoimmune diseases. Curr Pharm Des. 16, 3158-3172.

GRANATA, R., BARAGLI, A., SETTANNI, F., SCARLATTI, F. & GHIGO, E. (2010a). Unraveling the role of the
ghrelin gene peptides in the endocrine pancreas. Journal of Molecular Endocrinology
45, 107-118.

GRANATA, R., GALLO, D., LuQUE, R. M., BARAGLI, A., SCARLATTI, F., GRANDE, C., GESMUNDO, I.,
CORDOBA-CHACON, J., BERGANDI, L., SETTANNI, F., TOGLIATTO, G., VOLANTE, M., GARETTO, S.,
ANNUNZIATA, M., CHANCLON, B., GARGANTINI, E., ROCCHIETTO, S., MATERA, L., DATTA, G.,
MORINO, M., BRizzl, M. F., ONG, H., CAMUSSI, G., CASTANO, J. P., PAPOTTI, M. & GHIGO, E.
(2012a). Obestatin regulates adipocyte function and protects against diet-induced
insulin resistance and inflammation. The FASEB Journal 26, 3393-3411.

GRANATA, R., ISGAARD, J., ALLOATTI, G. & GHIGO, E. (2011). Cardiovascular actions of the ghrelin
gene-derived peptides and growth hormone-releasing hormone. Experimental Biology
and Medicine 236, 505-514.

GRANATA, R., SETTANNI, F., BIANCONE, L., TROVATO, L., NANO, R., BERTUZzI, F., DESTEFANIS, S.,
ANNUNZIATA, M., MARTINETTI, M., CATAPANO, F., GHE, C., ISGAARD, J., PAPOTTI, M., GHIGO, E.
& Muccioll, G. (2007). Acylated and Unacylated Ghrelin Promote Proliferation and
Inhibit Apoptosis of Pancreatic B-Cells and Human Islets: Involvement of 3',5-Cyclic
Adenosine Monophosphate/Protein Kinase A, Extracellular Signal-Regulated Kinase
1/2, and Phosphatidyl Inositol 3-Kinase/Akt Signaling. Endocrinology 148, 512-529.

GRANATA, R., SETTANNI, F., JULIEN, M., NANO, R., TOGLIATTO, G., TROMBETTA, A., GALLO, D., PIEMONTI,
L., Brizzi, M. F., ABRIBAT, T., VAN DER LELY, A.-). & GHIGO, E. (2012b). Des-Acyl Ghrelin
Fragments and Analogues Promote Survival of Pancreatic B-Cells and Human
Pancreatic Islets and Prevent Diabetes in Streptozotocin-Treated Rats. Journal of
Medicinal Chemistry 55, 2585-2596.

GRANATA, R., VOLANTE, M., SETTANNI, F., GAUNA, C., GHA©, C., ANNUNZIATA, M., DEIDDA, B.,

GESMUNDO, I., ABRIBAT, T., VAN DER LELY, A.-J.,, Muccioll, G., GHIGO, E. & PAPOTTI, M.
(2010b). Unacylated ghrelin and obestatin increase islet cell mass and prevent

135

——
| —



Bibliografia

diabetes in streptozotocin-treated newborn rats. Journal of Molecular Endocrinology
45, 9-17.

GRANATA , S. F., TROVATO L, DESTEFANIS S, GALLO D, MARTINETTI M, GHIGO E, MuccioLl G. (2006).
Unacylated as well as acylated ghrelin promotes cell survival and inhibit apoptosis in
HIT-T15 pancreatic beta-cells. J Endocrinol Invest. 29, RC19-22.

GREGOR, M. F. & HOTAMISLIGIL, G. K. S. (2011). Inflammatory Mechanisms in Obesity. Annual
Review of Immunology 29, 415-445.

GROTTOLI, S., GASCO, V., BROGLIO, F., BALDELLI, R., RAGAZZONI, F., GALLENCA, F., MAINOLFI, A., PRODAM,
F., Mucciou, G. & GHIGO, E. (2006). Cortistatin-17 and Somatostatin-14 Display the
Same Effects on Growth Hormone, Prolactin, and Insulin Secretion in Patients with
Acromegaly or Prolactinoma. Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism 91, 1595-
1599.

GUALILLO, O., LAGO, F. & DIEGUEZ, C. (2008). Introducing GOAT: a target for obesity and anti-
diabetic drugs? Trends in pharmacological sciences 29, 398-401.

GUAN, X.-M., YU, H., PALYHA, O. C., McKEE, K. K., FEIGHNER, S. D., SIRINATHSINGHJI, D. J. S., SMITH, R.
G., VAN DER PLOEG, L. H. T. & HOWARD, A. D. (1997). Distribution of mRNA encoding the
growth hormone secretagogue receptor in brain and peripheral tissues. Molecular
Brain Research 48, 23-29.

GUTIERREZ, J. A., SOLENBERG, P. J., PERKINS, D. R., WILLENCY, J. A., KNIERMAN, M. D., JIN, Z., WITCHER,
D. R., LU0, S., ONYIA, J. E. & HALE, J. E. (2008). Ghrelin octanoylation mediated by an
orphan lipid transferase. Proceedings of the National Academy of Sciences 105, 6320-
6325.

HANSEN, P.O., G. A., T.B., B. & P., W. (2004). Inhibition of Insulin Secretion as a New Drug Target
in the Treatment of Metabolic Disorders. Current Medicinal Chemistry 11, 1595-1615.

HAUGE-EVANS, A. C., KING, A. J., CARMIGNAC, D., RICHARDSON, C. C., ROBINSON, I. C. A. F., Low, M. J.,
CHRISTIE, M. R., PERSAUD, S. J. & JONES, P. M. (2009). Somatostatin Secreted by Islet 6-
Cells Fulfills Multiple Roles as a Paracrine Regulator of Islet Function. Diabetes 58, 403-
411.

HiLL, J. O. (2006). Understanding and Addressing the Epidemic of Obesity: An Energy Balance
Perspective. Endocrine Reviews 27, 750-761.

HOSODA, H., Dol, K., NAGAYA, N., OKUMURA, H., NAKAGAWA, E., ENOMOTO, M., ONO, F. & KANGAWA,
K. (2004). Optimum Collection and Storage Conditions for Ghrelin Measurements:
Octanoyl Modification of Ghrelin Is Rapidly Hydrolyzed to Desacyl Ghrelin in Blood
Samples. Clinical Chemistry 50, 1077-1080.

HosoDpA, H., KoiimA, M., MATsUO, H. & KANGAWA, K. (2000). Ghrelin and Des-acyl Ghrelin: Two
Major Forms of Rat Ghrelin Peptide in Gastrointestinal Tissue. Biochemical and

Biophysical Research Communications 279, 909-913.

HOWARD, A. D., FEIGHNER, S. D., CULLY, D. F., ARENA, J. P., LIBERATOR, P. A., ROSENBLUM, C. I.,
HAMELIN, M., HRENIUK, D. L., PALYHA, O. C., ANDERSON, J., PARESS, P. S., DiAzZ, C., CHOU, M.,

136

——
| —



Bibliografia

Liu, K. K., MCKEE, K. K., PONG, S. S., CHAUNG, L. Y., ELBRECHT, A., DASHKEVICZ, M., HEAVENS,
R., RIGBY, M., SIRINATHSINGHJI, D. J., DEAN, D. C., MELILLO, D. G., PATCHETT, A. A., NARGUND,
R., GRIFFIN, P. R., DEMARTINO, J. A., GUPTA, S. K., SCHAEFFER, J. M., SMITH, R. G. & VAN DER
PLOEG, L. H. (1996). A receptor in pituitary and hypothalamus that functions in growth
hormone release. Science 273, 974-977.

HOWARD AD, F. S., CULLY DF, ARENA JP, LIBERATOR PA, ROSENBLUM CI, HAMELIN M, HRENIUK DL, PALYHA
OC, ANDERSON J, PARESS PS, Diaz C, CHou M, Liu KK, McKEe KK, PONG SS, CHAUNG LY,
ELBRECHT A, DASHKEVICZ M, HEAVENS R, RIGBY M, SIRINATHSINGHJI DJ, DEAN DC, MELILLO DG,
PATCHETT AA, NARGUND R, GRIFFIN PR, DEMARTINO JA, GUPTA SK, SCHAEFFER JM, SMITH RG,
VAN DER PLOEG LH. (1996). A receptor in pituitary and hypothalamus that functions in
growth hormone release. Science 273, 974-977.

INHOFF, T., MAINNIKES, H., NOETZEL, S., STENGEL, A., GOEBEL, M., DINH, Q. T., RIEDL, A., BANNERT, N.,
WISSER, A.-S., WIEDENMANN, B., KLAPP, B. F., TACHA®, Y. & KOBELT, P. (2008). Desacyl
ghrelin inhibits the orexigenic effect of peripherally injected ghrelin in rats. Peptides
29, 2159-2168.

INHOFF, T., WIEDENMANN, B., KLAPP, B. F., MAINNIKES, H. & KOBELT, P. (2009). Is desacyl ghrelin a
modulator of food intake? Peptides 30, 991-994.

loNov, I. D. (2008). Self-Amplification of Nigral Degeneration in Parkinson's Disease: A
Hypothesis. International Journal of Neuroscience 118, 1741-1758.

IRAKO, T., AKAMIZU, T., HOSODA, H., IWAKURA, H., ARIYASU, H., ToJO, K., TAIIMA, N. & KANGAWA, K.
(2006). Ghrelin prevents development of diabetes at adult age in streptozotocin-
treated newborn rats. Diabetologia 49, 1264-1273.

IWANAGA, T., MiKI, T. & TAKAHASHI-IWANAGA, H. (2011). Restricted expression of somatostatin
receptor 3 to primary cilia in the pancreatic islets and adenohypophysis of mice.
Biomedical Research 32, 73-81.

JUONALA, M., MAGNUSSEN, C. G., BERENSON, G. S., VENN, A., BURNS, T. L., SABIN, M. A., SRINIVASAN, S.
R., DANIELS, S. R., DAvIS, P. H., CHEN, W., SUN, C., CHEUNG, M., VIIKARI, J. S. A., DWYER, T. &
RAITAKARI, O. T. (2011). Childhood Adiposity, Adult Adiposity, and Cardiovascular Risk
Factors. New England Journal of Medicine 365, 1876-1885.

KAGEYAMA, H., FUNAHASHI, H., HIRAYAMA, M., TAKENOYA, F., KITA, T., KATO, S., SAKURAI, J., LEE, E. Y.,
INOUE, S., DATE, Y., NAKAZATO, M., KANGAWA, K. & SHIODA, S. (2005). Morphological
analysis of ghrelin and its receptor distribution in the rat pancreas. Regulatory Peptides

Satellite Symposium on G-Protein-Coupled Receptors (GPCRs) (held during the 6th International
Symposium on VIP, PACAP and Related Peptides) 126, 67-71.

KAHN, S. E., HuLL, R. L. & UTZSCHNEIDER, K. M. (2006). Mechanisms linking obesity to insulin
resistance and type 2 diabetes. Nature 444, 840-846.

KAILEY, B., VAN DE BUNT, M., CHELEY, S., JOHNSON, P. R., MACDONALD, P. E., GLOYN, A. L., RORSMAN, P.
& BRAUN, M. (2012). SSTR2 is the functionally dominant somatostatin receptor in
human pancreatic B- and a-cells. American Journal of Physiology - Endocrinology And
Metabolism.

137

——
| —



Bibliografia

KEREM, M., SALMAN, B., 0zsov, S., PASAOGLU, H., BEDIRLI, A., HAZIROGLU, R. & YILMAZ, T. (2009).
Exogenous Ghrelin Enhances Endocrine and Exocrine Regeneration in
Pancreatectomized Rats. Journal of Gastrointestinal Surgery 13, 775-783.

Kim, M. S., YOON, C. Y., JANG, P. G., PARK, Y. J., SHIN, C. S., PARK, H. S., RYU, J. W., PAK, Y. K., PARK, J.
Y., LEE, K. U., Kim, S. Y., LEE, H. K., Kim, Y. B. & PARK, K. S. (2004). The Mitogenic and
Antiapoptotic Actions of Ghrelin in 3T3-L1 Adipocytes. Molecular Endocrinology 18,
2291-2301.

KINEMAN, R. D., GAHETE, M. D. & LuQuUE, R. M. (2007). Identification of a mouse ghrelin gene
transcript that contains intron 2 and is regulated in the pituitary and hypothalamus in
response to metabolic stress. Journal of Molecular Endocrinology 38, 511-521.

KLAfr LJ, T. G. J. (1987). Pancreatic somatostatin is a mediator of glucagon inhibition by
hyperglycemia. Diabetes 36, 592-596.

KoJiMA, M., HOSODA, H., DATE, Y., NAKAZATO, M., MATSUO, H. & KANGAWA, K. (1999). Ghrelin is a
growth-hormone-releasing acylated peptide from stomach. 402, 656-660.

KoJiMA, M. & KANGAWA, K. (2005a). Ghrelin: structure and function. Physiol Rev 85, 495-522.

KoJiMA, M. & KANGAWA, K. (2005b). Ghrelin: Structure and Function. Physiological Reviews 85,
495-522.

Koima, M. & KANGAWA, K. (2010). Ghrelin: more than endogenous growth hormone
secretagogue. Annals of the New York Academy of Sciences 1200, 140-148.

KOPELMAN, P. G. (2000). Obesity as a medical problem. 404, 635-643.

KRANTIC, S., GODDARD, |., SAVEANU, A., GIANNETTI, N., FOMBONNE, J., CARDOSO, A., JAQUET, P. &
ENJALBERT, A. (2004). Novel modalities of somatostatin actions. European Journal of
Endocrinology 151, 643-655.

KUMAR, U., SASI, R., SURESH, S., PATEL, A., THANGARAJU, M., METRAKOS, P., PATEL, S. C. & PATEL, Y. C.
(1999 ). Subtype-selective expression of the five somatostatin receptors (hSSTR1-5) in
human pancreatic islet cells: a quantitative double-label immunohistochemical
analysis.

10.2337/diabetes.48.1.77 Diabetes 48 77-85

LAMMERT, R. J. A. E. (2009). Cell—cell interactions in the endocrine pancreas. Diabetes, Obesity
and Metabolism 11, 159-167.

LAWRENCE, C. B., SNAPE, A. C., BAUDOIN, F. M.-H. & LUCKMAN, S. M. (2002). Acute Central Ghrelin
and GH Secretagogues Induce Feeding and Activate Brain Appetite Centers.
Endocrinology 143, 155-162.

LEE, H.-M., WANG, G., ENGLANDER, E. W., KoJIMA, M. & GREELEY JR., G. H. (2002). Ghrelin, A New
Gastrointestinal Endocrine Peptide that Stimulates Insulin Secretion: Enteric
Distribution, Ontogeny, Influence of Endocrine, and Dietary Manipulations.
Endocrinology 143, 185-190.

138

——
| —



Bibliografia

Lim, C., KoLa, B. & KORBONITS, M. (2011). The ghrelin/GOAT/GHS-R system and energy
metabolism. Reviews in Endocrine & Metabolic Disorders 12, 173-186.

Liy, J., PRUDOM, C. E., NASS, R., PEzzoLl, S. S., OLIVERI, M. C., JOHNSON, M. L., VELDHUIS, P., GORDON,
D. A., HOWARD, A. D., WITCHER, D. R., GEYSEN, H. M., GAYLINN, B. D. & THORNER, M. O.
(2008). Novel Ghrelin Assays Provide Evidence for Independent Regulation of Ghrelin
Acylation and Secretion in Healthy Young Men. Journal of Clinical Endocrinology &
Metabolism 93, 1980-1987.

LUDVIGSEN, E., OLSSON, R., STRIDSBERG, M., JANSON, E. T. & SANDLER, S. (2004). Expression and
Distribution of Somatostatin Receptor Subtypes in the Pancreatic Islets of Mice and
Rats. Journal of Histochemistry & Cytochemistry 52, 391-400.

LUDVIGSEN, E., STRIDSBERG, M., JANSON, E. & SANDLER, S. (2011). Altered Expression of
Somatostatin Receptors in Pancreatic Islets from NOD Mice Cultured at Different
Glucose Concentrations In Vitro and in Islets Transplanted to Diabetic NOD Mice In
Vivo. Experimental Diabetes Research 2011.

LUDVIGSEN, E., STRIDSBERG, M., JANSON, E. T. & SANDLER, S. (2005). Expression of somatostatin
receptor subtypes 13€“5 in pancreatic islets of normoglycaemic and diabetic NOD
mice. European Journal of Endocrinology 153, 445-454,

LuQuUE, R. M., DURAN-PRADO, M., GARCIA-NAVARRO, S., GRACIA-NAVARRO, F., KINEMAN, R. D.,
MALAGON, M. M. & CASTANO, J. P. (2006a). Identification of the Somatostatin Receptor
Subtypes (sst) Mediating the Divergent, Stimulatory/Inhibitory Actions of Somatostatin
on Growth Hormone Secretion. Endocrinology 147, 2902-2908.

LuQuE, R. M., GAHETE, M. D., HOCHGESCHWENDER, U. & KINEMAN, R. D. (2006b). Evidence that
endogenous SST inhibits ACTH and ghrelin expression by independent pathways.
American Journal of Physiology - Endocrinology And Metabolism 291, E395-E403.

LUQUE, R. M. & KINEMAN, R. D. (2007). Gender-Dependent Role of Endogenous Somatostatin in
Regulating Growth Hormone-Axis Function in Mice. Endocrinology 148, 5998-6006.

LUQUE, R. M., LIN, Q., CORDOBA-CHACON, J., SUBBAIAH, P. V., BUCH, T., WAISMAN, A., VANKELECOM, H.
& KINEMAN, R. D. (2011). Metabolic Impact of Adult-Onset, Isolated, Growth Hormone
Deficiency (AOiGHD) Due to Destruction of Pituitary Somatotropes. PLoS ONE 6,
e15767.

LUQUE, R. M., PARK, S. & KINEMAN, R. D. (2007). Severity of the Catabolic Condition Differentially
Modulates Hypothalamic Expression of Growth Hormone-Releasing Hormone in the
Fasted Mouse: Potential Role of Neuropeptide Y and Corticotropin-Releasing
Hormone. Endocrinology 148, 300-309.

LuQuE, R. M., PARK, S. & KINEMAN, R. D. (2008). Role of endogenous somatostatin in regulating
GH output under basal conditions and in response to metabolic extremes. Molecular

and Cellular Endocrinology 286, 155-168.

LUsSTIG, R. H., HINDS, P. S., RINGWALD-SMITH, K., CHRISTENSEN, R. K., KASTE, S. C., SCHREIBER, R. E., RAl,
S. N., LENSING, S. Y., Wu, S. & XIONG, X. (2003). Octreotide Therapy of Pediatric

139

——
| —



Bibliografia

Hypothalamic Obesity: A Double-Blind, Placebo-Controlled Trial. Journal of Clinical
Endocrinology & Metabolism 88, 2586-2592.

MAKINO, H., MATSUSHIMA, Y., KANATSUKA, A., YAMAMOTO, M., KUMAGAI, A. & NISHIMURA, M. (1979).
Changes in Pancreatic Somatostatin Content in Spontaneously Diabetic Mice, as
Determined by Radioimmunoassay and Immunohistochemical Methods. Endocrinology
104, 243-247.

MANDARINO, L., STENNER, D., BLANCHARD, W., NISSEN, S., GERICH, J., LING, N., BRAZEAU, P., BOHLEN, P.,
EScH, F. & GUILLEMIN, R. (1981). Selective effects of somatostatin-14, -25 and -28 on in
vitro insulin and glucagon secretion. Nature 291, 76-77.

MASUDA, Y., TANAKA, T., INOMATA, N., OHNUMA, N., TANAKA, S., ITOH, Z., HOSODA, H., KoJIMA, M. &
KANGAWA, K. (2000). Ghrelin stimulates gastric acid secretion and motility in rats.
Biochem Biophys Res Commun 276, 905-908.

MOLLER, L. N., STIDSEN, C. E., HARTMANN, B. & HoLsT, J. J. (2003). Somatostatin receptors.
Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Biomembranes 1616, 1-84.

MuccioLl, G., BARAGLI, A., GRANATA, R., PAPOTTI, M. & GHIGO, E. (2007). Heterogeneity of
Ghrelin/Growth Hormone Secretagogue Receptors. Neuroendocrinology 86, 147-164.

MuccioLl, G., TscHAqp, M., PAPOTTI, M., DEGHENGHI, R., HEIMAN, M. & GHIGO, E. (2002).
Neuroendocrine and peripheral activities of ghrelin: implications in metabolism and
obesity. European Journal of Pharmacology

The pharmacotherapy of obesity 440, 235-254.

MURRAY, F., BELL, D., KELSO, E. J., MILLAR, B. C. & MCDERMOTT, B. J. (2001). Positive and Negative
Contractile Effects of Somatostatin-14 on Rat Ventricular Cardiomyocytes. Journal of
Cardiovascular Pharmacology 37, 324-332.

NOE, B. D. (1981 ). Synthesis of one form of pancreatic islet somatostatin predominates. .
Journal of Biological Chemistry 256 9397-9400

NOGUEIRAS, R., WILLIAMS, L. M. & DIeGUEz, C. (2010). Ghrelin: New Molecular Pathways
Modulating Appetite and Adiposity. Obesity Facts 3, 285-292.

OLIAS, G., VIOLLET, C., KUSSEROW, H., EPELBAUM, J. & MEYERHOF, W. (2004). Regulation and function
of somatostatin receptors. Journal of Neurochemistry 89, 1057-1091.

PAPOTTI, M., TARABRA, E., ALLIA, E., BOZZALLA-CASSIONE, F., BROGLIO, F., DEGHENGHI, R., GHIGO, E. &
Muccloll, G. (2003). Presence of cortistatin in the human pancreas. J Endocrinol Invest.

26, RC15-18.

PAPOTTI M, T. E., ALLIA E, BOZzALLA-CASSIONE F, BROGLIO F, DEGHENGHI R, GHIGO E, MuccioLl G.
(2003). Presence of cortistatin in the human pancreas. J Endocrinol Invest. 26, RC15-18.

PATEL. (1999). Somatostatin and its receptor family. Front Neuroendocrinol. 20, 157-198.

140

——
| —



Bibliografia

PORTELA-GOMES, G. M., GRIMELIUS, L., WESTERMARK, P. & STRIDSBERG, M. (2010). Somatostatin
Receptor Subtypes in Human Type 2 Diabetic Islets. Pancreas 39, 836-842
810.1097/MPA.1090b1013e3181cf1878.

PRADAYROL L, JORNVALL H, MUTT V & A., R. (1980). N-terminally extended somatostatin: the
primary structure of somatostatin-28. FEBS Lett. 109, 55-58.

PRADO, C. L., PUGH-BERNARD, A. E., ELGHAZI, L., SOSA-PINEDA, B. & SUSSEL, L. (2004). Ghrelin cells
replace insulin-producing beta cells in two mouse models of pancreas development.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 101,
2924-2929.

QADER, S. S., HAKANSON, R., REHFELD, J. F., LUNDQUIST, I. & SALEHI, A. (2008). Proghrelin-derived
peptides influence the secretion of insulin, glucagon, pancreatic polypeptide and
somatostatin: A study on isolated islets from mouse and rat pancreas. Regulatory
Peptides 146, 230-237.

QADER, S. S., LUNDQUIST, I., EKELUND, M., HA¥KANSON, R. & SALEHI, A. (2005). Ghrelin activates
neuronal constitutive nitric oxide synthase in pancreatic islet cells while inhibiting
insulin release and stimulating glucagon release. Regulatory Peptides 128, 51-56.

RAULF F, PEREZ J, HOYER D & C., B. (1994). Differential expression of five somatostatin receptor
subtypes, SSTR1-5, in the CNS and peripheral tissue. Digestion. 55, 46-53.

REICHLIN, S. (1983). Somatostatin. New England Journal of Medicine 309, 1556-1563.

RoBAs, N., MEAD, E. & FIbock, M. (2003). MrgX2 Is a High Potency Cortistatin Receptor
Expressed in Dorsal Root Ganglion. Journal of Biological Chemistry 278, 44400-44404.

SAAD, M. F., BERNABA, B., HWU, C.-M., JINAGOUDA, S., FAHMI, S., KOGOSOV, E. & BOYADJIAN, R. (2002).
Insulin Regulates Plasma Ghrelin Concentration. Journal of Clinical Endocrinology &
Metabolism 87, 3997-4000.

SAHIN, ., AYDIN, S., OZKAN, Y., DAGLI, A., AKIN, K., GUZEL, S., CATAK, Z. & OZERCAN, M. (2011). Diet-
induced obesity suppresses ghrelin in rat gastrointestinal tract and serum. Molecular
and Cellular Biochemistry 355, 299-308.

SALEHI, A., DORNONVILLE DE LA COUR, C., HA¥KANSON, R. & LUNDQUIST, |. (2004). Effects of ghrelin on
insulin and glucagon secretion: a study of isolated pancreatic islets and intact mice.
Regulatory Peptides 118, 143-150.

SAMUEL, V. T., PETERSEN, K. F. & SHULMAN, G. I. (2010). Lipid-induced insulin resistance:
unravelling the mechanism. The Lancet 375, 2267-2277.

SCHELLEKENS, H., DINAN, T. G. & CRYAN, J. F. (2010). Lean mean fat reducing “ghrelin” machine:
Hypothalamic ghrelin and ghrelin receptors as therapeutic targets in obesity.
Neuropharmacology 58, 2-16.

SEIM, |., AMORIM, L., WALPOLE, C., CARTER, S., CHOPIN, L. K. & HERINGTON, A. C. (2010). Ghrelin gene-

related peptides: Multifunctional endocrine/autocrine modulators in health and
disease. Clinical and Experimental Pharmacology and Physiology 37, 125-131.

141

——
| —



Bibliografia

SEIM, ., JOSH, P., CUNNINGHAM, P., HERINGTON, A. & CHOPIN, L. (2011). Ghrelin axis genes, peptides
and receptors: Recent findings and future challenges. Molecular and Cellular
Endocrinology 340, 3-9.

SHIMBARA, T., MONDAL, M. S., KAWAGOE, T., TOSHINAI, K., KODA, S., YAMAGUCHI, H., DATE, Y. &
NAKAZATO, M. (2004). Central administration of ghrelin preferentially enhances fat
ingestion. Neuroscience Letters 369, 75-79.

SINGH, V., GROTZINGER, C., NOWAK, K. W., ZACHARIAS, S., GONCZ, E., PLESS, G., SAUER, |. M., EICHHORN,
., PFEIFFER-GUGLIELMI, B., HAMPRECHT, B., WIEDENMANN, B., PLOCKINGER, U. & STROWSKI, M.
Z. (2007). Somatostatin Receptor Subtype-2-Deficient Mice with Diet-Induced Obesity
Have Hyperglycemia, Nonfasting Hyperglucagonemia, and Decreased Hepatic Glycogen
Deposition. Endocrinology 148, 3887-3899.

SOLOMON, T. P. J., CHAMBERS, E. S., JEUKENDRUP, A. E., TOOGOOD, A. A. & BLANNIN, A. K. (2008). The
effect of feeding frequency on insulin and ghrelin responses in human subjects. British
Journal of Nutrition 100, 810-819.

SOTOS-PRIETO, M., GUILLEN, M., GUILLEM-SAIZ, P., PORTOLES, O. & CORELLA, D. (2010). The rs1466113
Polymorphism in the Somatostatin Receptor 2 Gene Is Associated with Obesity and
Food Intake in a Mediterranean Population. Annals of Nutrition and Metabolism 57,
124-131.

SOUZA-MOREIRA, L., CAMPOS-SALINAS, J., CARO, M. & GONZzALEZ-REY, E. (2011). Neuropeptides as
Pleiotropic Modulators of the Immune Response. Neuroendocrinology 94, 89-100.

SPIER, A. D. & DE LECEA, L. (2000). Cortistatin: a member of the somatostatin neuropeptide
family with distinct physiological functions. Brain Research Reviews 33, 228-241.

STENGEL, A., COSKUN, T., GOEBEL, M., WANG, L., CRAFT, L., ALSINA-FERNANDEZ, J., RIVIER, J. & TACHE, Y.
(2010). Central Injection of the Stable Somatostatin Analog ODT8-SST Induces a
Somatostatin2 Receptor-Mediated Orexigenic Effect: Role of Neuropeptide Y and
Opioid Signaling Pathways in Rats. Endocrinology 151, 4224-4235.

STENGEL, A., GOEBEL-STENGEL, M., WANG, L., LUCKEY, A., Hu, E., RIVIER, J. & TACHE, Y. (2011). Central
administration of pan-somatostatin agonist ODT8-SST prevents abdominal surgery-
induced inhibition of circulating ghrelin, food intake and gastric emptying in rats.
Neurogastroenterology & Motility 23, e294-e308.

STEPANYAN, Z., KOCHARYAN, A., BEHRENS, M., KOEBNICK, C., PYRSKI, M. & MEYERHOF, W. (2007).
Somatostatin, a negative-regulator of central leptin action in the rat hypothalamus.
Journal of Neurochemistry 100, 468-478.

STROWSKI, M. Z. & BLAKE, A. D. (2008). Function and expression of somatostatin receptors of the
endocrine pancreas. Molecular and Cellular Endocrinology

Special Issue: Somatostatin, Cortistatin and their Receptors in Health and Disease 286, 169-
179.

STROWSKI, M. Z., KOHLER, M., CHEN, H. Y., TRUMBAUER, M. E., LI, Z., SZALKOWSKI, D., GOPAL-TRUTER, S.,
FISHER, J. K., SCHAEFFER, J. M., BLAKE, A. D., ZHANG, B. B. & WILKINSON, H. A. (2003).

142

——
| —



Bibliografia

Somatostatin Receptor Subtype 5 Regulates Insulin Secretion and Glucose
Homeostasis. Molecular Endocrinology 17, 93-106.

STROWSKI, M. Z., PARMAR, R. M., BLAKE, A. D. & SCHAEFFER, J. M. (2000 ). Somatostatin Inhibits
Insulin and Glucagon Secretion via Two Receptor Subtypes: An in Vitro Study of
Pancreatic Islets from Somatostatin Receptor 2 Knockout Mice

10.1210/en.141.1.111 Endocrinology 141 111-117

SUN, Y., ASNICAR, M., SAHA, P. K., CHAN, L. & SMITH, R. G. (2006). Ablation of ghrelin improves the
diabetic but not obese phenotype of ob/ob mice. Cell Metabolism 3, 379-386.

SUN, Y., WANG, P., ZHENG, H. & SMITH, R. G. (2004 ). Ghrelin stimulation of growth hormone
release and appetite is mediated through the growth hormone secretagogue receptor

10.1073/pnas.0305930101 Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America 101 4679-4684

SUTTON, B. S., PALMER, N. D., LANGEFELD, C. D., XUE, B., PROCTOR, A., ZIEGLER, J. T., HAFFNER, S. M.,
NORRIS, J. M. & BOWDEN, D. W. (2009). Association of SSTR2 Polymorphisms and Glucose
Homeostasis Phenotypes: The Insulin Resistance Atherosclerosis Family Study.
Diabetes 58, 1457-1462.

TABORSKY, G. J. (1983 ). Evidence of a paracrine role for pancreatic somatostatin in vivo
American Journal of Physiology - Endocrinology And Metabolism 245 E598-E603

TABORSKY, G. J. & ENSINCK, J. W. (1984). Contribution of the pancreas to circulating somatostatin-
like immunoreactivity in the normal dog. The Journal of Clinical Investigation 73, 216-
223.

TACHIBANA, T., CLINE, M. A., SUGAHARA, K., UEDA, H. & HIRAMATSU, K. (2009). Central administration
of somatostatin stimulates feeding behavior in chicks. General and Comparative
Endocrinology 161, 354-359.

TENA-SEMPERE, M. (2005). Ghrelin: novel regulator of gonadal function. J Endocrinol Invest 28,
26-29.

TENA-SEMPERE, M., BARREIRO, M. L., GONZALEZ, L. C., GAYTAN, F., ZHANG, F.-P., CAMINOS, J. E., PINILLA,
L., CASANUEVA, F. F., DIEGUEZ, C. & AGUILAR, E. (2002). Novel Expression and Functional
Role of Ghrelin in Rat Testis. Endocrinology 143, 717-725.

TIAN, Q. P., FENG, X. R., PANG, Y. Z., TANG, C. S. & Liu, M. L. (2009). [Relationship between plasma
cortistatin and coronary heart disease], vol. 41.

TOSTIVINT, H., JoLY, L., LIHRMANN, ., PARMENTIER, C., LEBON, A., MORISSON, M., CALAS, A., EKKER, M. &
VAUDRY, H. (2006 ). Comparative genomics provides evidence for close evolutionary
relationships between the urotensin Il and somatostatin gene families

10.1073/pnas.0510700103 Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America 103 2237-2242

TSCHOP, M., SMILEY, D. L. & HEIMAN, M. L. (2000). Ghrelin induces adiposity in rodents. 407, 908-
913.

143

——
| —



Bibliografia

TSCHOP, M., WEYER, C., TATARANNI, P. A., DEVANARAYAN, V., RAVUSSIN, E. & HEIMAN, M. L. (2001).
Circulating Ghrelin Levels Are Decreased in Human Obesity. Diabetes 50, 707-709.

TzoT1zAS, T., PAPAZISIS, K., PERROS, P. & KRASSAS, G. (2008). Use of Somatostatin Analogues in
Obesity. Drugs 68, 1963-1973.

TzoTzAS T, P. K., PERROS P, KRASSAS GE. (2008). Use of Somatostatin Analogues in Obesity. Drugs
68, 1963-1973.

VAN DER LELY, A. J., TscHOP, M., HEIMAN, M. L. & GHIGO, E. (2004). Biological, physiological,
pathophysiological, and pharmacological aspects of ghrelin. Endocr Rev 25, 426-457.

VANETTI, M., KOUBA, M., WANG, X., VOGT, G. & HOLLT, V. (1992). Cloning and expression of a novel
mouse somatostatin receptor (SSTR2B). FEBS Letters 311, 290-294.

VOLANTE, M., FULCHERI, E., ALLA-A, E., CERRATO, M., Puccl, A. & PAPOTTI, M. (2002). Ghrelin
Expression in Fetal, Infant, and Adult Human Lung. Journal of Histochemistry &
Cytochemistry 50, 1013-1021.

WEINER, M. W., VEITCH, D. P., AISEN, P. S., BECKETT, L. A., CAIRNS, N. J., GREEN, R. C., HARVEY, D., JACK,
C.R., JAGUST, W., LIU, E., MORRIS, J. C., PETERSEN, R. C., SAYKIN, A. J., SCHMIDT, M. E., SHAW,
L., SIUCIAK, J. A., SOARES, H., TOGA, A. W. & TROJANOWSKI, J. Q. (2012). The Alzheimer’s
Disease Neuroimaging Initiative: A review of papers published since its inception.
Alzheimer's &amp,; Dementia 8, S1-S68.

WIERUP, N., SVENSSON, H., MULDER, H. & SUNDLER, F. (2002). The ghrelin cell: a novel
developmentally regulated islet cell in the human pancreas. Regulatory Peptides 107,
63-69.

WIERUP, N., YANG, S., MCEVILLY, R. J., MULDER, H. & SUNDLER, F. (2004). Ghrelin Is Expressed in a
Novel Endocrine Cell Type in Developing Rat Islets and Inhibits Insulin Secretion from
INS-1 (832/13) Cells

10.1177/002215540405200301 Journal of Histochemistry & Cytochemistry 52 301-310

WINZELL, M. S. & AHREN, B. (2007). G-protein-coupled receptors and islet function—Implications
for treatment of type 2 diabetes. Pharmacology &amp; Therapeutics 116, 437-448.

WORTLEY, K. E., DEL RINCON, J.-P., MURRAY, J. D., GARCIA, K., lIDA, K., THORNER, M. O. & SLEEMAN, M.
W. (2005). Absence of ghrelin protects against early-onset obesity. The Journal of
Clinical Investigation 115, 3573-3578.

WREN, A. M., SEAL, L. J., COHEN, M. A., BRYNES, A. E., FROST, G. S., MURPHY, K. G., DHILLO, W. S.,
GHATEI, M. A. & BLOOM, S. R. (2001). Ghrelin Enhances Appetite and Increases Food
Intake in Humans. Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism 86, 5992.

YANG, J., BROWN, M. S., LIANG, G., GRISHIN, N. V. & GOLDSTEIN, J. L. (2008). Identification of the

Acyltransferase that Octanoylates Ghrelin, an Appetite-Stimulating Peptide Hormone.
Cell 132, 387-396.

144

——
| —



Bibliografia

ZHANG, J. V., REN, P.-G., AVSIAN-KRETCHMER, O., LU0, C.-W., RAUCH, R., KLEIN, C. & HSUEH, A. J. W.
(2005). Obestatin, a Peptide Encoded by the Ghrelin Gene, Opposes Ghrelin's Effects
on Food Intake. Science 310, 996-999.

ZHU, X., CAO, Y., VOODG, K. & STEINER, D. F. (2006). On the Processing of Proghrelin to Ghrelin.
Journal of Biological Chemistry 281, 38867-38870.

ZIGMAN, J. M., NAKANO, Y., COPPARI, R., BALTHASAR, N., MARCUS, J. N., LEE, C. E., JONES, J. E., DEYSHER,
A. E., WAXMAN, A. R., WHITE, R. D., WILLIAMS, T. D., LACHEY, J. L., SEELEY, R. J., LOWELL, B. B.
& ELMQuIsT, J. K. (2005). Mice lacking ghrelin receptors resist the development of diet-
induced obesity. The Journal of Clinical Investigation 115, 3564-3572.

ZORRILLA, E. P., IWASAKI, S., MOsS, J. A., CHANG, J., OTsull, J., INOUE, K., MEILER, M. M. & JANDA, K. D.

(2006). Vaccination against weight gain. Proceedings of the National Academy of
Sciences 103, 13226-13231.

145

——
| —



ANexos



fromtiers in
ENDOCRINOLOGY

REVIEW ARTICLE
published: 18 September 2012
doi: 10.3389/fendo.2012.00114

Role of SST, CORT, and ghrelin and its receptors at the
endocrine pancreas

Belén Chanclon23%, Antonio J. Martinez-Fuentes'23' and Francisco Gracia-Navarro

1,23 %

" Department of Cell Biology, Physiology and Immunology, University of Cérdoba, Cdrdoba, Spain
2 Instituto Maiménides de Investigacion Biomédica de Cérdoba, Cérdoba, Spain
3 Centro de Investigacion Biomédica en Red Fisiopatologia de la Obesidad y Nutricion, Cérdoba, Spain

Edited by:

Corinne Bousquet, Institut National de
la Santé et de la Recherche Médicale,
France

Reviewed by:

Mathias Strowski, Charité University
of Berlin, Germany

Riccarda Granata, University of Turin,
Italy

*Correspondence:

Francisco Gracia-Navarro, Department
of Cell Biology, Physiology and
Immunology, University of Cérdoba,
Campus de Rabanales, Edificio
Severo-Ochoa, Planta 3, E-14014
Cdrdoba, Spain.

e-mail: fgracia@uco.es

"Belén Chanclon and Antonio J.
Martinez-Fuentes contributed equally
to this work.

Somatostatin (SST), cortistatin (CORT), and its receptors (sst1-5), and ghrelin and its
receptors (GHS-R) are two highly interrelated neuropeptide systems with a broad range
of overlapping biological actions at central, cardiovascular, and immune levels among
others. Besides their potent regulatory role on GH release, its endocrine actions are high-
lighted by SST/CORT and ghrelin influence on insulin secretion, glucose homeostasis, and
insulin resistance. Interestingly, most components of these systems are expressed at the
endocrine pancreas and are actively involved in the modulation of pancreatic islet function
and, consequently influence glucose homeostasis. In addition, some of them also partic-
ipate in islet survival and regeneration. Furthermore, under severe metabolic condition as
well as in endocrine pathologies, their expression profile is severely deregulated. These
findings suggest that SST/CORT and ghrelin systems could play a relevant role in pan-
creatic function under metabolic and endocrine pathologies. Accordingly, these systems
have been therapeutically targeted for the prevention or amelioration of certain metabolic
conditions (obesity) as well as for tumor growth inhibition and/or hormonal regulation in
endocrine pathologies (neuroendocrine tumors). This review focuses on the interrelation-
ship between SST/CORT and ghrelin systems and their role in severe metabolic conditions
and some endocrine disorders.

Keywords: SST, CORT, ghrelin, insulin, islet, pancreas, endocrine

INTRODUCTION

The pancreas is a physiologically and biologically complex organ
organized in exocrine and endocrine compartments which are
modulated by a wide variety of neuronal and hormonal signals in
an integrated manner. The exocrine function of the pancreas is
performed by more than 90% of the whole pancreatic tissue and
is essentially composed of acinar and ductal cells that respectively,
synthesize and transport enzymes crucial for nutrient digestion at
the gastrointestinal tract.

The endocrine function of the pancreas is in turn achieved
by distinct cell types organized in major structures called Islet of
Langerhans, which are scattered throughout the organ and are in
close contact with the vascular environment. At least five major
different endocrine cell types have been described: glucagon-
secreting alpha-cells, insulin-secreting beta-cells, somatostatin
(SST)-secreting delta-cells, ghrelin-producing epsilon-cells, and
pancreatic polypeptide-producing cells. The distribution and pro-
portion of endocrine cells within the pancreatic islets varies
between species (Jain and Lammert, 2009). The coordinated
production, release, action, and relationship of the above-
mentioned pancreatic endocrine peptides determine the constitu-
tive metabolic homeostasis within the organism. In this sense, the
endocrine dysfunction of the gland as the impairment of insulin
production triggers the development of type 2 diabetes mellitus
(T2DM) therefore, resulting in an abnormal regulation of blood
glucose concentration with ulterior significant complications. It is
widely known the close relationship between type 2 diabetes and

obesity (Venables and Jeukendrup, 2009). In this sense, in fact,
obesity is a multi-factorial chronic metabolic condition that pre-
dispose to the development of T2DM and shares with the later
a common feature: insulin resistance (Saltiel and Kahn, 2001).
The increasing incidence of both metabolic disorders urges for the
search of therapeutic targets in order to treat these pathologies and
improve glucose homeostasis and insulin resistance, as well as body
weight regulation. In this context, the action of the different ghre-
lin system components on glucose homeostasis, insulin resistance,
and body weight regulation has been described and consequently,
ghrelin system has been suggested as a potential drug target for
the prevention or treatment of T2DM and obesity. In turn, some
tissues are common targets of SST/cortistatin (CORT) and ghrelin
(i.e., endocrine pancreas) and interestingly, these three molecules
show a highly molecular parallelism (i.e., all peptides are processed
from prepro-hormones that generate several biologically active
peptides). In the present review, we analyze the literature rela-
tive to the modulation of endocrine pancreatic function by these
two closely interrelated pleiotropic systems, SST/CORT, and ghre-
lin. Moreover, we also include its actions on glucose metabolism
and insulin release as well as their possible pathophysiological role
in metabolic disorders with increasing incidences as T2DM and
obesity.

SST/CORT PLEIOTROPIC SYSTEM
Somatostatin was originally isolated from ovine hypothalamus
based on its potent inhibitory action on pituitary growth hormone
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(GH) secretion (Brazeau etal., 1973). At circulation, it appears
in two biologically active forms consisting of 14 (SST-14) or 28
amino acid (aa) residues (SST-28), generated by differential post-
translational processing from a common precursor molecule. Both
isoforms are widely distributed in a number of organs and tis-
sues, although they display a particular tissue-specific expression
patterns. Thus, SST-14 is predominantly produced in the central
nervous system and in several peripheral tissues, including the
pancreas (Ballian et al., 2006), whereas SST-28 is mainly expressed
by epithelial cells of the gastrointestinal tract mucosa. Such wide
distribution of SST forms is consistent with its ever growing spec-
trum of biological and pathophysiological functions, mostly of
inhibitory nature, such as inhibition of endocrine and exocrine
secretions, neurotransmission, neuromodulation, gastrointesti-
nal motility, immune system function, tumor cell growth, and
pancreatic function (Patel, 1999).

A large amount of this wide biological capacity of SST is
mediated via binding and activation of SST receptors, a family
of five specific transmembrane proteins (named sst1-5) belong-
ing to the superfamily of G proteins coupled receptors (GPCRs),
and encoded by five distinct intronless genes (Gahete etal., 2010).
All five isoforms recruit several downstream transduction signals
upon SST binding such as adenylyl cyclase and calcium chan-
nels, which are two major players involved in SST inhibitory
action on hormone release. Similarly to SST tissue distribution,
ssts are present in abundant tissue locations and often, in SST
tissue targets, several isoforms are simultaneously present in the
same cell. In this context, it has been reported that ssts func-
tionally interact with each other and even with other GPCRs to
form homo- and/or heterodimers that activate different signal-
ing cascades and consequently mediate multiple biological actions
(Moller et al., 2003).

The pleiotropic activity featured by SST fits well with both its
ample tissue distribution and its multiple receptors. Moreover, it
can also be likely related to the existence of a highly similar pep-
tide of the same family, CORT, which was originally discovered
in frogs and subsequently in rodents and humans (de Lecea et al.,
1996; Tostivint etal., 1996). Like SST, CORT is the product of an
enzymatically processed precursor, CORT prepro-peptide, which
shares high homology with SST precursor. SST and CORT pre-
cursors are encoded by two different genes that evolved from a
common ancestral gene by a duplication mechanism (Tostivint
etal., 1996; Gahete etal., 2010). Similar to that described for SST,
processing of CORT precursor generates diverse mature peptides
as CORT-14 and -29 in rodents and CORT-17 and -29 in humans.
In addition, CORT- and SST-mature forms shares 11 aas, which
include two cysteine residues responsible for their characteristic
cyclic structure and the FWKT core (Phe7-Trp8-Lys9-Thr10), a
crucial motif for receptor binding. Thus, their differences are
located at the N- and C-terminal regions. In sum, CORT and
SST sequence identity and structural homology explain well their
close pharmacology, specifically, their comparable subnanomolar
binding affinity to the five sst isoforms.

Although CORT was initially discovered in the brain and it is
especially abundant in the cortex (where its name comes from),
further reports showed that this neuropeptide is also widely dis-
tributed at peripheral tissues including gastrointestinal tract and

pancreas. Based on its ability to activate ssts, CORT exhibits almost
endocrine and most non-endocrine actions of SST (Broglio etal.,
2008; Gahete etal., 2008). Actually, their main functional diver-
gences, reside in the ability of CORT to promote sleep functions,
modulate locomotor activity, exert potent anti-inflammatory
actions in experimental models of inflammatory and autoimmune
disorders (de Lecea et al., 1996; Gonzalez-Rey and Delgado, 2008)
and, its influence on atherogenesis (Gonzalez-Rey and Delgado,
2008; Liu et al., 2010; Souza-Moreira etal., 2011).

Differential actions between SST and CORT possibly reside
in the ability of CORT to interact, in addition to ssts, with the
Mas-related gene 2 receptor (MrgX2), a former orphan receptor
originally suggested as specific for CORT. However, this recep-
tor appears to be a quite promiscuous GPCR that also shows some
specificity for proadrenomedullin and related peptides (Nothacker
etal., 2005). Interestingly, CORT is also able to bind ghrelin recep-
tor (GHS-R1a) by displacing its natural ligand from its binding
sites, capacity that is not shared by SST. In this sense, it has been
recently demonstrated that interaction of CORT with ghrelin sys-
tem precludes CORT to be a mere SST natural analog in the
regulation of endocrine secretions. Indeed, our laboratory have
recently demonstrated that CORT exhibits a stimulatory role on
prolactin (PRL) secretion in primates and mice, which could be
blocked in vitro by a GHS-R1a antagonist, a biological action that
is not elicited by SST (Cordoba-Chacon etal., 2011).

GHRELIN PLEIOTROPIC SYSTEM

The ghrelin gene, GHRL, encloses a 20-bp non-translated exon
(Ex0), four coding exons (Ex1—4) and three introns, being a
28-aa native ghrelin peptide the predominant product of the 117-
aa precursor pre-proghrelin (Kojima etal., 1999). Pre-proghrelin
includes the signal peptide encoded by Exl1, and the coding
sequence encoded by Ex2 and Ex3 which are the coding sequence
of ghrelin (Seim etal., 2007). This transcript processing also gen-
erates different peptides or variants such as obestatin (of 23 aas),
des-Glul4-ghrelin [matching to native ghrelin except for the dele-
tion of one aa (Glu in the position 14)], etc. (Kineman etal., 2007;
Seim etal., 2010).

Native ghrelin was originally isolated from the stomach of
humans and rats based on its potent GH releasing activity (Kojima
etal., 1999). Interestingly, native ghrelin has been the first natu-
ral hormone to be identified in which its third residue, usually
a serine in mammals, contains the addition of a middle-chain
fatty acid (m-octanoic acid) crucial for its biological activity.
This post-translational modification is catalyzed by the ghrelin
O-acyltransferase (GOAT; Gutierrez et al., 2008; Yang et al., 2008),
a membrane bound O-acyltransferase located at the endoplas-
mic reticulum that uses fatty acids from the diet to fulfill its
action (Kojima and Kangawa, 2005). Afterward, either acylated-
or unacylated-proghrelin can be further processed by the prohor-
mone convertase 1/3 (PC1/3) thus generating the acylated-ghrelin
or its unacylated-ghrelin counterpart, a form of ghrelin initially
considered as inactive (Zhu etal., 2006). Surprisingly, circulat-
ing unacylated-ghrelin levels are significantly higher than those of
acylated-ghrelin in a proportion that depends on the study con-
sidered (Hosoda etal., 2000; Yoshimoto etal., 2002; Broglio etal.,
2004; Liu et al., 2008).
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Acylated-ghrelin elicits its biological actions through the GH-
secretagogue receptor type-la, GHS-Rla, previously known as
an orphan receptor that mediates the GH-releasing effect of syn-
thetic GH secretagogues, a group of peptide and non-peptide
compounds with GH releasing properties. Currently, GHS-R1a is
also called the ghrelin receptor based on the description of ghrelin
as its natural ligand (Kojima etal., 1999).

The GHS-R gene consist of two exons whose transcription
and processing originate two distinct forms of cDNAs: GHS-R1a,
encoded by both exons, and a shorter form, GHS-R1b, derived
from the exclusive transcription of the first exon (Howard etal,,
1996; Kojima and Kangawa, 2005). The full-length of human
GHS-R1a is a highly conserved protein of 366 aas that belong to
the GPCR family containing seven putative membrane spanning
alpha-helical segments and three intracellular and extracellular
loops (Howard etal., 1996). GHS-R1a specifically recognizes the
binding of acylated-ghrelin but not that of unacylated-ghrelin,
whose specific receptor remains to be identified. In contrast, GHS-
R1b isoform is an alternatively truncated variant of 289 aas that
only possesses the first five transmembrane domains of GHS-1a
(Howard et al., 1996; Kojima and Kangawa, 2005), and it was con-
sidered, until recently, to be a non-functional GHS-R isoform
based on its inability to bind acylated-ghrelin. Interestingly, it has
been recently described the interaction of GHS-R1b with GHS-
Rla and other receptors to form heterodimers (Muccioli etal.,
2007), as well as the heterodimerization of GHS-R1a with SST
and dopamine receptors (Seim etal., 2010).

In terms of signal transduction, it has been described that
GHS-R1a activation involves the participation of several signal-
ing cascades including phospholipase C (PLC), protein kinase C
(PKC), protein kinase A (Kojima and Kangawa, 2005) intracellu-
lar and extracellular Ca?*, and mitogen-activated protein kinases
(Mousseaux et al., 2006; Camina etal., 2007).

Different components of the ghrelin system have been found to
be ubiquitously represented in the organism. Specifically, ghre-
lin was originally described to be predominantly produced by
endocrine cells of the stomach submucosa (Kojima et al., 1999). In
addition, it was also documented to be produced at other portions
of the gastrointestinal tract from the stomach to the colon and
in a wide variety of peripheral tissues like the pancreas (Kojima
etal., 1999; Date etal., 2000). It has also been showed the expres-
sion of ghrelin at different locations of the central nervous system
(Ueberberg etal., 2009). The wider ghrelin tissue distribution is
mimicked by that of GOAT, particularly in major ghrelin-secreting
tissues (Gutierrez etal., 2008; Yang et al., 2008; Sakata et al., 2009)
although GOAT transcripts appear to be much lower expressed
than ghrelin transcripts. However, it has been documented that
a small proportion of ghrelin expressing cells devoid of GOAT
expression thus suggesting and supporting that unacylated-ghrelin
might show independent biological actions to that described for
ghrelin (Jeffery etal., 2011) and most probably by distinct recep-
tor and mechanisms to those recruited by ghrelin (Toshinai et al.,
2006; Sato etal., 2012).

On the other hand, GHS-R1a expression has been also widely
detected in tissues or organs including pancreas, liver, stom-
ach, adipose tissue, small and large intestine, immune system,
and others (Gnanapavan etal., 2002; Sun etal., 2007; Ueberberg

etal,, 2009). In strikingly contrast, expression of GHS-R1b has
been described to be even more extensive than that of GHS-R1a
(Gnanapavan etal., 2002).

According to the wide tissue distribution of the different ghre-
lin system components, many physiological actions have been
documented for this system. Based on the high conservation
degree among species of ghrelin and its receptor sequences, it
has been suggested that ghrelin system plays essential biological
actions. In fact, and as mentioned earlier, acylated-ghrelin was
initially identified based on its ability to stimulate GH release
upon GHS-Rla coupling in a similar manner to that described
for GH secretagogues (Kojima etal., 1999). Also involving GHS-
Rlaactivation, ghrelin elicits an orexigenic role by promoting food
intake or appetite (Wren etal., 2000; Druce etal., 2005, 2006) and
weight gain and adiposity (Tschop etal., 2000; Wren etal., 2000,
2001). Ghrelin has also shown regulatory properties on glucose
and energy homeostasis that will be revised separately. In addi-
tion to its metabolic actions, ghrelin has also been reported to
exert potent anti-inflammatory actions in therapeutically relevant
models of arthritis or inflammatory bowel disease (Gonzalez-Rey
etal., 2006; Gonzalez-Rey and Delgado, 2008) and also influ-
ence atherogenesis (Kadoglou etal., 2012). Furthermore, ghrelin
shows favorable effects on cardiovascular and gastroenteropan-
creatic physiology (Isgaard and Granata, 2011), as well as on the
modulation of the immune system (Souza-Moreiraetal.,2011). At
the central nervous system, ghrelin influences memory, learning,
and behavior functions (Asakawa et al., 2001; Broglio et al., 2003).
Besides the above-described stimulatory effect on GH release,
pituitary function is also regulates by ghrelin by stimulating the
release of PRL and adrenocorticotropin (van der Lely etal., 2004;
Coiro etal., 2005).

On the other hand, unacylated-ghrelin, plays both equal or
opposite biological actions to that above described for acyl-ghrelin,
most probably through its coupling to a still unknown receptor
different from GHS-R1a, as it has been recently suggested and
documented (Toshinai et al., 2006; Lear et al., 2010; Togliatto et al.,
2010). Moreover, regulation of unacylated-ghrelin secretion under
food restriction condition has been reported, thus supportinganot
passive role for this unmodified peptide (Kirchner etal., 2009).

Regarding obestatin, this 23-aa peptide is mainly produced in
the stomach and at lower level in the pancreas, spleen, testis, duo-
denum, jejunum, colon, and mammary gland (Ren etal., 2009).
To date, although obestatin receptor remains unknown, it has
been proposed that GPR39 or glucagon-like peptide-1 receptor
might be potential receptors for obestatin (Granata etal., 2008;
Ren etal., 2009).

ACTIONS OF SST/CORT SYSTEM AT THE

ENDOCRINE PANCREAS

Somatostatin has long been known to potently modulate pancre-
atic function by playing a regulatory role on insulin and glucagon
secretion. This tight regulation is accomplished by the coordinated
action of SST biologically active forms. In this sense, SST-14 is the
major product released by adult pancreatic delta-cells, whose con-
tribution to total circulating SST accounts for nearly 5%. SST-14
immediate actions imply the paracrine regulation of other pancre-
atic endocrine cells. In addition, endocrine pancreatic function is
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also under the control of the major circulating SST form, SST-28.
In this context, it has been documented that SST-14 and SST-
28 differently target pancreatic alpha- or beta-cells. Accordingly,
SST-14 has been associated with the inhibition of glucagon secre-
tion while SST-28 seems preferentially to inhibit insulin secretion
(Strowski and Blake, 2008). In either case, inhibitory action of
SST on both insulin and glucagon release would contribute to
preserve glucose homeostasis which, in turn, retrospectively reg-
ulates SST plasma concentration. For this reason, during fasting,
plasma SST level is low and increases up to twofold after meals.
In such hyperglycemic conditions, insulin induces SST release and
consequently shuts down its own release as a protective mecha-
nism to prevent a rapid hypoglycemia at the post-prandial state.
In contrast, SST release is also increased at low plasma glucose con-
centration as a consequence of the coordinated action of glucagon
and L-glutamate, a co-secretion product of alpha-cells (Strowski
and Blake, 2008).

The SST action on pancreatic hormones is mediated by its inter-
action with the different receptor isoforms, however, conflicting
data about receptor expression at the pancreatic level have been
published which, might be related with the different method used
and/or species analyzed. In general, it is likely that endocrine pan-
creas expresses all five sst isoforms, being probably sstl, sst2, and
sst5 those expressed in a predominant manner. Specifically, it has
been demonstrated by RT-PCR that rodent pancreas expresses all
sst isoforms except sst4. In turn, by double immunohistochem-
istry methods, it has been confirmed the expression of sst2 and
sst5 in both rodent beta- and delta-cells. In humans, it has been
reported a predominant expression of sst2 in alpha-cells, sst1 and
sst5 in beta-cells, and sst5 in delta-cells while there is not consis-
tent data on the expression of the rest of ssts (Strowski and Blake,
2008; Gahete etal., 2010).

In addition, and in order to ascertain the subtype receptors
underlying the inhibitory effect of SST on pancreatic hormones,
specific receptor agonists, and antagonists as well as knock out
mouse models with deletion of the different ssts isoforms have
been employed. These issues have been amply revised elsewhere
(Strowski and Blake, 2008) and briefly, it appears that sst2 seems
to mediate glucagon inhibition and sst5 looks as the main recep-
tor mediating insulin inhibition in rodents. More recently, high
expression of sst3 has been also demonstrated in mouse pancre-
atic islets (Regard etal., 2008). In human, by contrast, sst2 looks
to be the main receptor mediating both insulin and glucagon
release, although sstl and sst5 also participate in the regulation
of insulin secretion (Gahete etal., 2010). In summary, several sst
isoforms would mediate the inhibitory action of SST on insulin
and glucagon secretion through a mechanism that indubitably is
species-dependent, and will essentially depend on the receptor
expression pattern.

In relation to CORT and its role on pancreatic function, only
a few studies are available. Particularly and similarly to SST,
CORT expression has been reported at the endocrine pancreas
and essentially mimics its inhibitory action on insulin secretion
under physiological and certain pathological conditions (Grottoli
etal., 2006; Broglio etal., 2008), although the molecular mecha-
nism underlying such inhibitory action is still unclear. In addition,
it should be highlighted that CORT is also able to elicit distinct

functions to that showed by SST mainly through its coupling to
the ghrelin receptor (GHS-R1), as it has been recently documented
for others endocrine secretions (Cordoba-Chacon etal., 2011).

ACTIONS OF GHRELIN SYSTEM AT THE

ENDOCRINE PANCREAS

After ghrelin discovery, it was reported that pancreatic epsilon-
cells are the major source of ghrelin forms during fetal life until
early post-natal period (Wierup etal., 2002; Chanoine and Wong,
2004). After this period, the major source of ghrelin production is
the stomach submucosa (Kojima etal., 1999) while, the pancreas
turns on a secondary source of ghrelin production with low level
of ghrelin receptor expression (Veldhuis and Bowers, 2010). At
the pancreas, the major source of ghrelin resides into epsilon-cells
(Wierup etal., 2002, 2004; Prado etal., 2004) although it appears
that is also produced by beta-cells in humans (Volante et al., 2002)
and by glucagon-producing alpha-cells in human and rats (Date
etal., 2002). In any case and in terms of ghrelin production, it
has been described that during adult life the 65-90% of circulat-
ing ghrelin corresponds to that synthesized and released by the
stomach, being the rest derived from other tissues including the
pancreas and the intestine (Al Massadi etal., 2011).

Endocrine ghrelin actions at the pancreas involve inhibition of
SST release by delta-cells, and stimulation of glucagon release by
alpha-cells (Qader etal., 2005, 2008; Veldhuis and Bowers, 2010;
Chuangetal.,2011) as well as inhibition of pancreatic polypeptide
release by PP cells (Qader etal., 2008; Kumar etal., 2010), being
all cells types in which GHS-R expression has been documented
(Wierup etal., 2002, 2004; Kageyama etal., 2005; Dezaki etal.,
2008; Granata etal., 2010a). On the other hand, SST and glucagon
have also been shown to elicit a reciprocal modulation of ghrelin
production (Figure 2). Furthermore, it has been reported that
insulin and SST inhibit ghrelin release while glucagon inhibits its
secretion in rodent although stimulate ghrelin release in humans
(Qader etal., 2008).

Although ghrelin effect on insulin secretion is supported by
an increasing number of reports, its precise role is nevertheless
controversial since either stimulatory or inhibitory actions has
been reported depending on the ghrelin doses used and/or experi-
mental conditions employed as recently reviewed by Granata et al.
(2010a,b). Specifically, the ghrelin stimulatory effect of insulin
release is mainly mediated by an increase of cytosolic Ca’* upon
GHS-R activation, while the participation of a different recep-
tor has been proposed based on the observed stimulatory action
of both acylated- and unacylated-ghrelin on insulin release in
a hamster beta-cell line devoid of GHS-R expression (Granata
etal.,, 2007). In addition, it has also been described that ghrelin
administration increases insulin release in rats under conditions
of low blood insulin as a consequence of a 90% pancreatec-
tomy (Kerem etal., 2009). Reciprocally, insulin inhibits ghrelin
expression (Veldhuis and Bowers, 2010) and more recently it
has been proposed that insulin might act as an inhibitor of
pancreatic ghrelin activation by inhibition of GOAT expression
(An etal., 2011).

In clear contrast to the above stimulatory role of ghrelin on
insulin secretion, the ghrelin inhibitory action has been prevalently
reported and examined in several biological and animal models
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including cultured pancreata, cultured islets and heterologous cell
models (Granata etal., 2010a; Dezaki etal.,, 2011), as well as by
using several methodological approaches. Overall, it has been
described that ghrelin administration significantly reduces insulin
secretion (Broglio etal., 2001; Tong etal., 2010), and this action
was blocked in the presence of a higher dose of unacylated-ghrelin,
suggesting the participation of a receptor distinct to GHS-R on
insulin secretion modulation (Qader etal., 2008). Reduction of
insulin level by ghrelin administration triggers a concomitant ele-
vation of blood glucose levels in a dose-dependent manner as
well as deterioration of insulin sensitivity during glucose toler-
ance, as it have been described in both humans and rodents
(Korbonits and Grossman, 2004; Dezaki etal., 2008; Tong etal.,
2010; Sato etal., 2012). The hyperglycemic action of ghrelin,
but not by unacylated-ghrelin in rodents, was blocked by simul-
taneous administration of GHS-R antagonist thus revealing the
specific participation of GHS-R in the hyperglycemic role of ghre-
lin (Dezaki etal., 2008). In addition, GHS-R deletion also reduces
blood glucose level and significantly enhances insulin sensitivity
(Longo etal., 2008; Qi etal., 2011). Importantly, the involvement
of GH (a long time known hyperglycemic hormone) has been
excluded from the hyperglycemic effect of ghrelin administration
based on elevated plasma glucose levels observed in response to
exogenous ghrelin administration in GH-deficient mice (Dezaki
etal,, 2008) and subjects with GH-deficiency (Vestergaard etal.,
2008). Similarly, ghrelin hyperglycemic effect have been reported
to be independent of an insulin resistance induction as evidenced
by insulin and glucose tolerance tests after ghrelin administration
(Dezaki et al., 2008).

In order to ascertain whether the insulinostatic action of ghre-
lin is due to the peptide derived from the stomach or other sources
as the pancreas, GHS-R antagonist was administered to gastrec-
tomized animals and a significant increase in insulin secretion
was observed in a similar extend to that observed in normal rats.
This observation suggests that intra-islet ghrelin may locally act
on insulin production regulation (Dezaki etal., 2007). However,
Bando etal. (2012) recently reported that intra-islet ghrelin does
not play a major local role on the regulation of insulin release
in vivo, based on their findings on transgenic mice in which ghre-
lin and GOAT were overexpressed in beta-cells. The discrepancy
between these two later studies may reside on the different ghrelin
concentration reached at the surrounding microenvironment of
beta-cells.

In addition to the regulatory role of ghrelin on pancreatic
function, it has also been described that acylated- and unacylated-
ghrelin as well as obestatin elicit a protective role by preventing
apoptosis on pancreatic islet in rodents, humans, and sev-
eral beta-cell lines (Granata etal., 2012b). In this sense, it has
been reported that beta-cell destruction elicited by streptozo-
tocin administration was precluded by ghrelin by increasing both
beta-cell mass and insulin release in rats (Irako etal., 2006). Fur-
thermore, ghrelin and obestatin also protect against apoptosis
induced by serum starvation and cytokines in both human islets
and beta-cell lines (Granata etal., 2007, 2008, 2010a). In well
agreement with this, ghrelin and obestatin exert their mitogenic
effect by increasing the number of beta-cells in 90% pancrea-
tectomized rats (Kerem etal., 2009) and in a hamster beta-cells

line (Granata etal., 2010a), proliferative action that was blocked
by administration of ghrelin antagonist or ghrelin antibody
(Kerem etal., 2009; Granata etal., 2010a). These findings sug-
gest that a cross-talk between ghrelin and obestatin may exist
(Granata et al., 2008).

ROLE OF SST/CORT SYSTEM IN T2DM AND OBESITY

They are not many reports on the role of SST/CORT in situations
with altered metabolic conditions. In this sense, an increase in
the number of SST-producing cells in T2DM patients has been
recently described, although circulating SST remains in the same
level to that depicted by control subjects. However, in an exper-
imental model of obese and spontaneously diabetic mice, SST
content is significantly increased (Strowski and Blake, 2008). In
this scenario, the well established inhibitory actions of SST on
pancreatic function, particularly on insulin and glucagon secre-
tion (Figure 1) as well as its inhibitory action on intestinal glucose
absorption, predicted its use as a key tool to potentially regu-
late glucose homeostasis and insulin sensitivity in diabetes and
obesity (Hansen etal., 2004; Tzotzas etal., 2008). Indeed, initial
studies evaluated SST role on insulin hypersecretion as well as
in hyperinsulinemia associated with obesity, two conditions that
were described to induce insulin resistance (Janson and Oberg,
1999; Boehm, 2003). Consequently, significant reductions in body
weight and insulin release as well as an improvement of insulin
sensitivity were observed in obese patients treated with synthetic
SST analogs (Boehm and Lustig, 2002; Velasquez-Mieyer etal.,
2004; Lustig et al., 20065 Tzotzas et al., 2008), which were originally
developed as a consequence of the SST short half-life. Similarly to
SST, it has also been reported an inhibitory action of CORT on
insulin release in patients with acromegaly or prolactinoma (Grot-
toli etal., 2005). In relation to CORT, and based on its described
anti-inflammatory properties, it would be of interest to explore
its role on the inflammatory signaling that occurs during obesity
conditions.

-) ( Beta) ——5 Insulin
Cells

Epsilon .
——> Ghrelin

FIGURE 1 | Diagram of SST actions on islet cell release. Arrow heads
represent SST from extrapancreatic origins (mostly intestinal).

www.frontiersin.org

September 2012 | Volume 3 | Article 114 | 5


http://www.frontiersin.org/
http://www.frontiersin.org/Systems_and_Translational_Endocrinology/archive

Chanclon etal.

SST/CORT and ghrelin in endocrine pancreas

4

+
——> Ghrelin —— —> Glucagon
\

ANNE |

Epsilon
Cells

FIGURE 2 | Diagram of ghrelin actions on islet cell release. Arrow heads
represent ghrelin from extrapancreatic origins (mostly stomach). “>>>"
denotes that the majority of published studies describe an inhibitory effect
of ghrelin on insulin release.

More recently, the effect of a multi-ligand SST analog
(pasireotide) on hormones that mediate glucose homeostasis has
been described in healthy volunteers (Golor et al., 2012; Shenouda
etal., 2012). Accordingly, based on the high binding affinity for
four of the five SST receptor subtypes (sst1-3, and sst5) elicited
by pasireotide, it has been administered to healthy subjects and
an elevation of blood glucose has been observed mainly as a con-
sequence of its inhibitory action on both insulin and glucagon
release (Shenouda etal., 2012). Similar hyperglycemic effect of
pasireotide has been observed in clinical trials in which pasireotide
administration was evaluated on patients with endocrine patholo-
gies as Cushing’s disease, acromegaly, and neuroendocrine tumors
(NETs). In these pathologies, hyperglycemia might be further
worsened in base to their inherent hormonal nature (Boscaro
etal., 2009; Petersenn et al., 2010; Colao et al., 2012). Furthermore,
variable sst1-5 expression has been extensively documented and
consequently SST analogs have been classically used after adenoma
or tumor resection. Lastly, SST analogs have been used as a first
option therapy in selected patients upon its ability to reduce hor-
monal release and/or to inhibit tumor mass progression. In these
cases, alterations in glucose homeostasis as well as impaired insulin
resistance has been well documented as a secondary effect to their
characteristic underlying hormonal secretion (Resmini et al., 2009;
Shenouda etal., 2012).

In different series of acromegalic patients, a significant preva-
lence of impaired glucose metabolism and diabetes mellitus has
been described, a consequence that is believed to be originated
by the excess GH (van der Hoek etal., 2005; Espinosa-de-los-
Monteros etal., 2011; Fieffe etal., 2011; Kinoshita etal., 2011). In
such GH hypersecreting conditions, the universal sst binding pro-
file of pasireotide and its higher efficacy by lowering GH release
more significantly than sst2 preferential or specific SST analogs
(octreotide and lanreotide) granted its therapeutical use. However,
as mentioned above in these subjects, the risk of hyperglycemia

increases as a common adverse event originated by the normal-
ization of GH and IGF-1 levels as well as the inhibition of insulin
release by SST administration (Resmini etal., 2009).

Somatostatin analogs have also been applied in the manage-
ment of NET suffering patients in which, similarly to acromegalic
individuals, an altered glucose tolerance has been documented
(Cirillo, 2010). Such altered glucose tolerance may occur as a
consequence of hormonal dysregulation or pancreatic resection
(Resmini et al., 2009; Jawiarczyk etal., 2012).

Hypercortisolism condition, a distinctive characteristic of
Cushing’s disease, also leads to hyperglycemia and reduced glu-
cose tolerance and as a result, in an increase of the prevalence
of diabetes in this pathology (Mazziotti et al., 2009, 2011; Resmini
etal.,2009). Furthermore, hyperglycemia persists even when corti-
sol level declines by administration of SST analogs, i.e., pasireotide
as it has been recently reported (Colao etal., 2012).

In sum, hyperglycemia conditions occur in an elevated pro-
portion of individuals suffering of acromegaly, Cushing’s disease
or NET and accordingly, it has been proposed that regular blood
glucose testing and insulin analogs will be required, particularly
when SST analogs are therapeutically used in these pathologies
(Resmini et al., 2009; Colao etal., 2012).

ROLE OF GHRELIN SYSTEM IN T2DM AND OBESITY

As mentioned earlier, a growing body of studies supports the
inhibitory role of ghrelin on insulin release in vivo and in vitro and
its influence on glucose tolerance. Accordingly, it has been pro-
posed that the antagonism of ghrelin system components could
improve glucose homeostasis and/or beta-cell function under cer-
tain metabolic disorders as T2DM, a complex disease with a
strong genetic, behavioral, and environmental background that
is characterized by two distinctively conditions: insulin resis-
tance and progressive beta-cell dysfunction. In T2DM, beta-cells
become unable to adequately increase insulin release to compen-
sate insulin resistance and consequently leading to a situation of
hyperglycemia. It is well known the close association between
T2DM and obesity in terms of metabolic imbalance and their com-
mon features, insulin resistance, in which ghrelin system could
be of relevance based on its ability to modulate both glucose
homeostasis and weight loss (Esler etal., 2007).

Under normal metabolic conditions, circulating ghrelin and
plasma glucose concentrations are inversely related. In fact, ghre-
lin levels are increased under fasting conditions or immediately
before meals and significantly decreased after feeding (Angelidis
etal., 2010). Obviously, the meal-related pattern of ghrelin is also
opposite to that depicted by insulin and consequently the fall of
ghrelin at post-prandial state has been argued to partially depend
on the rise of insulin release after food intake (Solomon etal.,
2008). Accordingly, the tight relationship between ghrelin and
insulin also relies in the general assumption that insulin elicits a
negative action on both plasma acylated- and unacylated-ghrelin
concentration (Saad etal., 2002; McLaughlin etal., 2004), while
administration of acylated-ghrelin results in insulin resistance
(Gauna and van der Lely, 2005).

In subjects affected by T2DM and consequently resistant to
insulin, it has been showed that blood ghrelin concentration was
chronically lower than that observed in healthy subjects even when
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age, sex, and body mass index (BMI) were adjusted, probably
as a direct effect of insulin on ghrelin-producing cells (Poykko
etal., 2003; Angelidis etal., 2010; Verhulst and Depoortere, 2012).
Based on the influence of ghrelin on insulin release and glu-
cose homeostasis, it has been suggested that ghrelin antagonism
could be of interest to treat T2DM and related metabolic patholo-
gies. In this context, it has been shown that deletion of ghrelin
gene promotes insulin release and ameliorates glucose intoler-
ance and hyperglycemia in a diabetic and obese mice model (Sun
etal,, 2006). In well agreement with this, GHS-R ablation also
improves insulin sensitivity (Gomez etal., 2009). Likewise, it has
also been documented an improvement of glucose homeosta-
sis in streptozotocin-induced diabetic rats treated with obestatin
(Granata etal., 2010b) as well as a reduction in insulin resistance
in mice fed with a high fat diet (Granata etal., 2012a).

On the other hand, obesity conditions have been associated
with some ghrelin and GHS-R gene variations although some dis-
crepancies exist depending on studies and population considered
(Pantel etal., 2006; Liu etal., 2007; Ukkola, 2011). In this sense,
available data are still inconclusive and might be limited by some
relatively small analyzed cohorts that might restrict the power of
association.

However, it has been well documented that under obesity con-
ditions plasma ghrelin levels negatively correlate with BMI and
consequently with factors or parameters that are elevated in obe-
sity such as insulin, leptin, and fat mass (Tschop etal., 2001). In
this sense a chronic lower ghrelin plasma concentration in obese
children and adults has been reported in comparison with those of
age-matched lean controls (Tschop et al., 2001; Reinehr et al., 2008;
Schellekens etal., 2010). Similar data have been cited for Pima
Indians, a population reported with the highest prevalence rates of
obesity and T2DM when compared with Caucasians (Tschop et al.,
2001). Similarly to that reported under normal metabolic condi-
tion, ghrelin also elicits a meal-related pattern although under
obesity conditions the fall of ghrelin level at post-prandial state is
less pronounced. Such downregulation might be a consequence
of elevated fasting insulin or leptin levels observed in obesity
(Baragli etal., 2011). In this sense, it has also been suggested
that the decreased secretion of ghrelin, could be responsible for
the concomitant decreased levels of circulating GH observed in
obese individuals (Maccario et al., 2000; Tschop etal., 2001). More
recently, the decreased ghrelin concentration observed in obesity
could be an adaptive mechanism to maintain energy homeostasis
has also been proposed (Tschop etal., 2001). In rodents, dimin-
ished ghrelin levels have been found at tissue level as well as a
significant reduction in plasma ghrelin concentration and synthe-
sis in obesity conditions induced by diet (Sahin etal., 2011; Aydin
etal., 2012).

Targeting ghrelin system components by different pharma-
cological, immunological, and genetic approaches have been
addressed in order to promote weight loss and to improve obesity
conditions (i.e., insulin resistance). Thus, some studies evaluated
pharmacological approaches to block or neutralize either ghrelin
or its receptor under diet-induced obesity and how these meth-
ods ameliorate obesity condition by reducing appetite or food
intake, and ultimately inducing weight loss (Wortley etal., 2005;
Schellekens etal., 2010; Briggs and Andrews, 2011). Another set of

studies, examined the protection of ghrelin system against rapid
weight gain by exposure to a high fat diet by knocking out either
ghrelin (Wortley et al., 2005) or GHS-R (Castaneda etal., 2010). In
these studies, an improvement of glucose tolerance was observed
even though there is no effect on body weight (Zigman et al., 2005;
Longo etal., 2008). Similar data were obtained in a genetically
obese mice model (ob/ob; leptin deficient) in which the improve-
ment of insulin sensitivity and glucose homeostasis was attributed
to ghrelin although the obese phenotype remains unchanged (Sun
etal., 2006).

In addition, it has also been proposed that GOAT by a spe-
cific inhibitor could be a potential treatment against obesity by
inhibiting ghrelin acylation and consequently avoid weight gain
(Gualillo et al., 2008; Yang etal., 2008; Gomez et al., 2009; Barnett
etal., 2010).

On the other hand, diet-induced weight loss elicits an increase
in circulating ghrelin levels thus normalizing them until near opti-
mal concentration, rise that probably may hamper the sustained
weight loss (Cummings etal., 2002; Hansen et al., 2002). In cases
of morbid obesity, a more drastic method as bariatric surgery
has been employed in order to reduce metabolic complications
associated to obesity. Interestingly and contrary to that reported
in diet-induced weight loss, after bariatric surgery ghrelin level
significantly decreases and insulin sensitivity is rapidly restored,
thus improving the associated diabetic state (Beckman etal., 2010;
Hillman etal., 2011). In this context, sustained low ghrelin level
reached by this surgical procedure precludes or delays weight gain
by reducing hunger, an effect that is not observed in procedures as
weight loss by diet modification in which ghrelin levels gradually
normalizes with a consequent weight gain. On the other hand,
in morbid obese patients, it has been suggested that equimolar
administration of acylated- and unacylated-ghrelin also improve
insulin sensitivity (Kiewiet etal., 2009).

Unfortunately, there is not yet a ghrelin system based therapy
that ensures a sustained weight loss, although ghrelin antago-
nist and/or GOAT inhibitors may be considerate good therapeutic
candidates for the treatment of T2DM and obesity.

CONCLUSION

The complex relationship of ligand-receptor architecture of
SST/CORT and ghrelin systems is complemented by the func-
tional relevance of their common tissue targets. Indeed, besides
their opposite influence on GH release at the pituitary level,
SST/CORT and ghrelin systems act on the same cellular tar-
get to influence common and relevant biological actions as it is
the case of their interactions on beta cell function and survival
as well as on glucose homeostasis and insulin resistance. How-
ever, the underlying molecular mechanisms of these actions have
not been fully elucidated yet. Interestingly, different and severe
metabolic dysfunctions as T2DM and obesity have been described
to modulate their circulating levels and the expression of some
components of both systems at hypothalamic, pituitary, or pan-
creatic level. In sum, there are an increasing number of evidences
that support a potential contribution of SST/CORT and ghre-
lin system components in the endocrine pancreas dysfunction
in prevalent neuroendocrine-metabolic pathologies (T2DM and
obesity) which suggest that these systems could be considered as

www.frontiersin.org

September 2012 | Volume 3 | Article 114 | 7


http://www.frontiersin.org/
http://www.frontiersin.org/Systems_and_Translational_Endocrinology/archive

Chanclon etal.

SST/CORT and ghrelin in endocrine pancreas

future valuable therapeutic targets for the prevention or treatment
of such metabolic disorders. In this sense, future research will be
of particular importance in order to ascertain whether SST/CORT
and ghrelin systems and its receptors will act at pancreatic islets
under physiological and pathological conditions. Likewise, the
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REGULATION OF SST/CORT AND GHRELIN SYSTEMS AT THE MOUSE
PANCREAS BY DIFFERENT METABOLIC CONDITIONS
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L. de Lecea?, J.P. Castafio', F. Gracia-Navarro', A.J. Martinez-Fuentes'

1. Dpt. Cell Biology, Physiology, and Immunology. Univ. de Cérdoba. Hospital
Univ. Reina Sofia. Instituto Maimdénides de Investigacion Biomédica de
Cordoba (IMIBIC). CIBERObn. Coérdoba. Spain. 2. Dpt. Psychiatry and
Behavioral Sciences, Stanford Univ. School of Medicine, Palo Alto, CA. USA.

Somatostatin was originally discovered as a 14-residue peptide
encoded by the SST gene, a highly conserved gene among
vertebrates. During early vertebrate evolution, it has been proposed
that the ancestral SST gene underwent duplication events, which
originated at least 4 different genes, including cortistatin (CORT) gene.
The mature CORT peptides shares high sequence identity and
structural homology with SST-14, which explains that both peptides
exhibit similar binding affinity for the widely distributed SST receptor
subtypes (sst1-5), and also support their similar actions, such as their
inhibitory effects on exocrine and endocrine secretions. Intriguingly, it
has been described that CORT, but not SST, is able to displace ghrelin,
an apparently unrelated neuropeptide exhibiting divergent functions,
from its specific receptor, GHS-R. This intricate interrelationship
between SST/CORT and ghrelin systems may be essential in the
control of metabolic homeostasis, since, for example, insulin release is
inhibited by SST/CORT and stimulated by ghrelin. To better understand
the underlying mechanism involved in this insulin regulation, we
analyzed the expression of such systems at the pancreatic level in wild
type (WT) and CORT knock-out mice (CORT-KO) under both normal,
low fat (LF) and high fat (HF; obese) diets by analyzing the mRNA
levels of the distinct components of these systems by quantitative RT-
PCR. Our data reveal that CORT expression was not detected in the
pancreas of WT mice while the expression of SST, ghrelin and their
receptors was variable. Thus, SST levels remain unaltered under the
different conditions examined, whereas ghrelin levels increased
exclusively in WT obese mice. Conversely, in CORT-KO obese mice,
expression levels of ghrelin system components were markedly
reduced as compared to WT mice. Finally, blood insulin levels were
significantly lower in CORT-KO than those of WT animals. Taken
together, our findings suggest that endogenous CORT is an important
modulator of pancreatic function.

Introduction

SST is a 14-aa peptide member of a family of related proteins which were
originated at early vertebrate evolution (1). The ancestral SST gene underwent
two duplications events that originated 4 different genes (2). Thus, in addition
to the originally identified SST gene, a second SST-related gene was identified
in lower vertebrates and was named SS2 and in mammals where it was
termed cortistatin (CORT) (1). CORT gene encodes a peptide of the same
name that shares a remarkable sequence identity (11-aa) and structural
homology with SST, including the FWKT motif that is essential for it biological
activity, as well as the two cysteine residues responsible for their conserved
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cyclic structure (3). SST is widely distributed in different organs and tissues,
such as the pancreas, and elicits many different actions as inhibition of
endocrine secretions and regulation of pancreatic function (4). SST exerts its
diverse functions through coupling to a family of G protein-coupled receptor,
named somatostatin receptors 1 to 5 (sst1-5), which may be simultaneously
present and functionally interacting within the same cell (5). These receptors
can also bind, with similar affinity and efficiency, to CORT, thus explaining the
close pharmacology between SST and CORT (6). Additionally, CORT but not
SST is also able to bind to MrgX2 (7), a rather promiscuous orphan GPCR, as
well as to the ghrelin receptor (GH secretagogue receptor, GHS-R), which is
also widely distributed (8). Binding of CORT to GHS-R commonly exerts
opposite biological actions to those elicited through binding to sst1-5 (6).

On the other hand, ghrelin is a 28 amino acid peptide originally isolated from
the stomach of humans and rats based on its potent GH releasing activity
through coupling to GHS-R. Ghrelin is the first natural hormone to be identified
in which it third residue of the chain, serine, exhibits the modification of an n-
octanoyl group (9), a middle-chain fatty acid which is essential for its biological
activity. This unusual post-translational modification is catalyzed by the ghrelin
O-acyltransferase (GOAT) (10).

In summary, SST/CORT and ghrelin are closely related pleiotropic systems
that share tissue targets, as the pancreas, in which SST and ghrelin producing
cells, delta and epsilon cells respectively, are in a direct and close interaction
with insulin and glucagon producing cells at the Langerhans islets. In this
pancreatic scenario, the close interrelationship between SST/CORT and
ghrelin systems may be essential in the control of metabolic homeostasis, for
example, in the case of insulin secretion, which is inhibited by SST and CORT
(11) and stimulated by Ghrelin (12). In this context and in order to better
understand the underlying mechanism involved in insulin regulation, we have
studied the expression of the components of SST/CORT and ghrelin systems
in normal and extreme metabolic conditions, like diet-induced obesity.

Materials and Methods

In this study C57BI/6J mice were used and all experiments procedures were
performed according to the regulations of the Animal Care and Use
Committees of the University of Cordoba, Spain. A colony of CORT-KO
animals, initially generated by Dr. de Lecea, was established by crossing WT
and CORT-KO mice. Animals were housed at the University facilities under
standard conditions of light (12:12-h light-dark cycle) and temperature (22—
24°C), with free access to water and food (ad libitum).

For the experiments in which the effect of metabolic conditions was evaluated,
WT and CORT-KO animals were assigned to one of the following groups:
standard rodent chow (fat, 17 kcal%; carbohydrate, 56 kcal%; protein, 27
kcal%; Lab-Diet, St. Louis), low-fat diet (LF; fat, 10 kcal%; carbohydrate, 70
kcal%; protein, 20 kcal%) or high-fat diet (HF; fat, 60 kcal%; carbohydrate, 20
kcal%,; protein, 20 kcal%). LF- and HF diets, as palatable pellets (Research
Diets, Brunswick, NJ) were supplied to 5 weeks old mice and maintained
during 5 months. After that animals were sacrificed and pancreas obtained.
Tissue samples were immediately submerged into Trizol Reagent and total
RNA isolated by following manufacturer’'s instructions. For pancreatic islets
isolation a modification of the method developed by Li et al. (13) was used and
its RNA was extracted by using the Absolutely RNA Miniprep Kit (Stratagene).
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Finally, RNA was reverse transcribed and the expression of the different
components of SST/CORT and Ghrelin system, as well as their receptors,
analyzed by quantitative RT-PCR.

Results and Discussion

1. SST/CORT system. Our data reveals that CORT expression was
undetectable at the pancreas of WT mice, while the expression of SST ant its
receptors remain unaltered at the pancreas of CORT-KO animals compared to
WT counterparts. Moreover, such levels remained also unchanged at the
pancreas of both WT and animals lacking the expression of CORT under
obesity conditions induced by HFD. The fact that in the absence of CST, SST
and its receptor expression remain unchanged indicated that there is not a
compensatory mechanism at the pancreatic level for this two well-related
peptides. Moreover, these data contribute to support the notion that SST and
CST might play dissimilar functions at the endocrine pancreas as it has been
previously reported in other endocrine tissues (3).

2. Ghrelin system. In our experimental settings, Ghrelin peptide maintained
the same level of expression in the pancreas of WT and CORT-KO; however
the expression of GOAT, enzyme responsible of the activation of ghrelin, and
GHS-R was significantly reduced in the pancreas of animals lacking CORT
expression. Furthermore, under obesity conditions induced by diet, ghrelin
levels significantly increased in the endocrine pancreas of WT mice in a similar
manner to that previously reported about the stomach (14). However, in
CORT-KO animals, such increase in obesity induced-ghrelin levels was not
observed. In clear contrast to that observed for ghrelin in WT mice, GOAT
transcript levels were not affected by a HFD, while they were reduced in the
pancreas of CORT-KO mice. In the case of GHS-R, its expression was
increased in pancreas of WT animals under a HFD, similarly to that observed
for ghrelin, while no variation in neither GOAT nor GHS-R was observed in the
pancreas of CORT-KO mice.

3. Insulin. The inhibitory effect of SST/CORT and the stimulatory effect of
Ghrelin on insulin secretion have been described previously. However the role
of CORT in pancreas has not been extensively studied yet. Our results
revealed that insulin mRNA expression was significantly reduced in the
pancreas of CORT deficient animals and, consequently, a reduction in
circulating insulin levels was also observed.

It is well known that under obesity conditions, insulin levels are higher than in
normal conditions. In our experimental setting, we observed a significant
increase in both insulin1 and insulin2 mMRNA levels at the pancreas of obese
WT mice. However such increase was not observed in the pancreas of CORT-
KO under the same metabolic conditions, suggesting that CORT play a role in
mediating the effects of obesity on insulin.

In sum, whereas ghrelin levels increased exclusively in WT obese mice, SST
expression remains unaltered. However, in CORT-KO obese mice, expression
levels of ghrelin system components were significantly reduced as compared
to WT mice, indicating that both systems might play a relevant role in the
endocrine pancreas under normal and severe metabolic conditions (obesity).
Finally, blood insulin levels were significantly lower in CORT-KO than those of
WT animals suggesting that endogenous CORT is an important modulator of
pancreatic function.
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Abstract

Ghrelin-system components [native ghrelin, Inl-ghrelin, Ghrelin-O-acyltransferase
enzyme (GOAT) and receptors (GHS-Rs)] are expressed in a wide variety of tissues,
including the pancreas, where they exert different biological actions including regulation
of neuroendocrine secretions, food intake and pancreatic function. Cortistatin (CORT),
a neuropeptide able to activate GHS-R, has emerged as an additional link in gut-brain
interplay, wherein ghrelin-system has also been described to be regulated by metabolic
conditions and to be associated with the progression of obesity and insulin resistance.
In this context, we recently reported that male CORT deficient mice (cort-/-) are insulin-
resistant and present a clear dys-regulation in the stomach ghrelin-system. The present
work was focused at analyzing the expression pattern of ghrelin-system components at
the endocrine pancreas of cort-/- mice and their control littermates (cort +/+) under low-
or high-fat diet. Our data reveal that ghrelin-system components are expressed at the
mouse pancreatic level; however their relative expression levels varie. Thus, whereas
native ghrelin, Inl-ghrelin and GHS-R expression levels were not altered in cort-/-
compared with controls, GOAT mRNA levels were significantly lower in cort-/- mice.
Interestingly, In1-ghrelin was expressed at higher levels than native-ghrelin. Moreover,
a significant increase in pancreatic expression of native-ghrelin, In1-ghrelin and GHS-R
was observed in obese cort+/+ but not in cort-/- mice. Interestingly, insulin expression
and release was elevated in obese cort+/+, however, these changes were not
observed in cort-/- mice. Altogether, our results indicate that the ghrelin-system is
clearly regulated at the pancreas of cort+/+ and cort -/- under normal and/or obesity
conditions suggesting that this system may play relevant roles in the endocrine
pancreas. Most importantly, our data demonstrate, for the first time, that endogenous
CORT s essential for the obesity-induced changes in insulin expression/secretion
observed in mice, suggesting that CORT is a key regulatory component of the

pancreatic function.

Keywords:, ghrelin, In1-ghrelin, GHS-R, insulin, cortistatin (CORT), islet.
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Introduction.

Ghrelin gene (GHRL) is a complex gene whose regulation generates, either through
alternative splicing or post-translational modifications, a wide variety of transcripts and
proteins with multiple functions [1,2,3,4]. Particularly, the well-known native/acylated-
ghrelin (henceforth referred to as ghrelin) and the In1-ghrelin variant, which retains the
GHRL intron-1 sequence [5,6], are regulated in a tissue-dependent manner by
metabolic status and display patho-physiological relevance at different levels [5,6].
Ghrelin is a 28-amino acid multifunctional hormone predominantly produced by the
stomach, but also lower amounts are generated in wide variety of tissues including the
pancreas, where it can act as a paracrine/autocrine factor [7,8,9,10,11]. Ghrelin
displays the unique distinctive feature to be acylated at its third residue (Ser) by the
ghrelin O-acyltransferase (GOAT) enzyme, which endows ghrelin as the natural ligand
of the ghrelin receptor [formerly known as growth hormone (GH) secretagogue receptor
(GHSR)] [12,13,14]. Although the endogenous receptor for Inl-ghrelin peptide is still
unknown, this novel variant is also susceptible to be acylated since it shares the same
start codon, the signal peptide and the first 12aa of ghrelin, which includes the putative
acylation site at Ser3 and the residues found to be necessary for acylation (Glyl and
Phe4) [6].

Although it has been documented that ghrelin-derived peptides/GOAT/GHSR comprise
an important regulatory system for the modulation of pancreatic function, questions
remain unanswered regarding the mechanism(s) by which the ghrelin-system is locally
produced and regulated under normal and obese conditions. In line with this, our group
and others have suggested the existence of a unigque functional interaction between the
ghrelin-system and cortistatin (CORT), a peptide that shares high structural and
functional similarities which somatostatin (SST). Specifically, it has been reported that
CORT, but not SST, binds with high affinity to the GHSR, and that some endocrine
actions of CORT are mediated through the GHSR [15,16]. Moreover, we have recently
reported that endogenous CORT is substantially involved in the control of
insulin/glucose homeostasis and these actions might be influenced by the level of
circulating ghrelin [16]. Based on these observations, the study of the plausible
involvement of CORT in the regulation of the different components of the ghrelin-
system could shed new light in the complex relationship between these regulatory
systems (CORT/ghrelin) in pancreatic function under normal and pathological states.
To this end, in the present work we sought to investigate, for the first time, the

expression and regulation of the ghrelin—system (native-ghrelin, In1-ghrelin, GHSR and
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GOAT) as well as of insulin levels in the pancreas of cort+/+ and CORT-deficient mice
under basal and obese conditions.

Materials and methods

Ethics Statement

All experimental procedures for animal care and experimentation were approved by the

Ethical Committee of the Cordoba University.

Animals.

C57Bl/6J male and female wild-type mice (cort +/+) were purchased from Charles
River (Barcelona, Spain) and CORT knockout mice (cort -/-) were generated from an
in-house breeding colony [16]. Genotypes were determined by conventional PCR from
shipped tails as previously described [16]. All animals were housed under standard
conditions of light cycle (12h light: 12h dark), temperature (22-24°C), with standard
food (SAFE-diets; Barcelona, Spain) and water ad libitum until the experimental diet-
induced obesity was performed (see below). Males of the colony were handled every

day for 2 weeks (wk), to become adapted, before the sacrifice.

Experimental design and diet-induced obesity (DIO).

At 4 wk of age, male mice were single-housed and fed with low-fat diet (LFD: 10 kcal%
from fat, 70 kcal% from carbohydrates and 20 kcal% from proteins) or under a high-fat
diet (HFD: 60 kcal% from fat, 20 kcal% from carbohydrates, 20 kcal% from proteins)
(Research Diets, Gentofte, Denmark) for 16 wk [17].

Samples.

At the end of the experiment, animals were sacrificed, all efforts were made to
minimize suffering, and the pancreas immediately removed and processed for either
islet isolation (see below) or RNA isolation. For RNA isolation, whole pancreas was

immersed in Trizol reagent, homogenized by a basic ultra-turrax (IKA, Staufen,
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Germany), snap-frozen in liquid nitrogen and subsequently stored at -80°C until their
analysis as described below.

Islet isolation and culture.

For islet isolation, whole pancreas was placed in ice-cold collagenase V solution (1
mg/ml) and minced into small pieces. Then, tissue was maintained in a collagenase
solution at 37°C for 30-45 min period in water-bath, and every 10 min pancreatic pieces
were mixed by smooth pipetting. After that, pancreatic pieces were treated with DNAse
for 10 min at 37 °C and washed 3 times with Hank’s solution by 800 rpm centrifugation
at 4 °C for 30 s. Finally, islets were poured onto a 70 pm cell strainer in order to purify
them and cultured in complete RPMI 1640 medium as elsewhere described [18].

Finally, total RNA was isolated from cultured islets.

RNA isolation and reverse transcription (RT).

Total RNA was isolated according to Trizol reagent manufacturer’s instructions
(Invitrogen, Barcelona, Spain) and treated with DNAse kit (Promega, Madrid, Spain).
For RNA isolation from pancreatic islets, Absolutely RNA RT-PCR Miniprep Kit
Deosyribonuclease treatment (Stratagene, La Jolla (CA), USA) was used by following
manufacturer’s instructions. In both cases, total RNA was quantified by nanodrop and
afterward 2ug of total RNA was reverse transcribed by the RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Hanover, USA).

Quantitative real-time PCR.

PCR conditions, primer design and validation, as well as PCR transcript quantification
was performed as previously described [16,17,19]. Expected mRNA pancreatic
transcripts were normalized by a normalization factor obtained from the quantification
of 3 different housekeeping genes [Cyclophilin-A, B-actin and glyceraldehyde-3-
phosphate-dehydrogenase (GAPDH)] and generated by the GeNorm 3.3 software [20].
Due to the limited amount of pancreatic islet sample obtained, transcript normalization
was performed by adjusting copy number of each transcript by the copy number of B-

actin.

Assessment of plasma insulin
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Trunk blood was collected from cort +/+ and -/- mice, immediately mixed with
MiniProtease inhibitor (Roche; Barcelona, Spain), placed on ice, centrifuged and
plasma was stored at —80C until insulin determination. Circulating insulin level was

assessed by using a commercial ELISA kit (Millipore; Madrid, Spain).

Statistical analysis

Samples from all groups within an experiment were processed at the same time. All
data are expressed as mean = SE and obtained from a minimum of 3 and a maximum
of 7 animals. Statistical differences were determined by using Graph Pad Prism (v.5.0.)
software (GraphPad Software, Inc., La Jolla (CA) USA). The effect of obesity and/or
CORT deficiency on transcript expression profile and circulating insulin levels in cort+/+
and cort -/- mice was assessed by the Student’s t-test and by ANOVA, followed by

Fisher’s post-hoc test for multiple comparisons. P< 0,05 was considered significant.

Results

Ghrelin system expression at the pancreas of cort+/+ and cort -/- mice.

Expression of ghrelin, In1-ghrelin variant, GHS-R and GOAT at the pancreas of cort+/+
and cort-/- mice were determined by qRT-PCR (Fig.1). All components of the ghrelin
system were expressed in pancreatic extracts of cort+/+ and cort-/- mice; however,
their relative expression levels markedly differed. Interestingly, In1-ghrelin expression
was substantially higher than that of ghrelin in cort+/+ mice (834.5 + 92.48 vs. 14.4 +
1.21 mRNA copies/NF per 100ng total RNA, respectively; n=5) as well as in cort-/-
mice (1047.6 + 10542 vs. 16.0 + 2.09 mRNA copies/NF per 100ng total RNA,
respectively; n=4) (Fig. 1). Moreover, GOAT was highly expressed as compared to
ghrelin expression (62.2 + 9.98 mRNA copies/NF per 100ng total RNA), and GHS-R
showed low expression levels in cort +/+ mice under LFD (21.1 = 3.65 mRNA
copies/NF per 100ng total RNA) (Fig. 1). Lack of CORT, did not alter the expression of
neither ghrelin forms nor GHS-R but significantly decreased GOAT expression (32.3 £
3.53 mRNA copies/NF per 100ng total RNA) (Fig. 1).

Modulation of the different components of the ghrelin system at the whole

and endocrine pancreas level in obese cort+/+ and cort-/- mice.

Administration of HFD to prepuberal animals (4 wk of age) during 16 wk period caused

a dys-regulation of some of the components of the ghrelin system at both whole and
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endocrine pancreas of cort+/+ animals (white columns in Fig 1 and 2). In particular,
ghrelin, In1-ghrelin and GHS-R transcript levels were significantly higher in the whole
pancreas of cort+/+ animals fed with HFD, while GOAT mRNA levels remained
unchanged (white columns in Fig 1).

Similarly, ghrelin and GHS-R transcript expression were increased at the endocrine
pancreas under HFD conditions, while Inl-ghrelin and GOAT were not altered (white
columns in Fig 2).

Absence of CORT prevented the increase induced by obesity in ghrelin, In1-ghrelin
and GHS-R transcripts, and even caused a significant reduction in the expression of
such transcripts (black columns in Fig 1). Indeed, all ghrelin-system components were
significantly decreased in obese cort-/- compared with obese cort+/+ mice (Figure-1).
When comparing the changes in the ghrelin-system at the pancreatic islet level with
those observed at the whole pancreas, we observed a similar, albeit not identical,
dysregulation of ghrelin system expression (black columns in Fig 2). Specifically,
ghrelin, and GHS-R transcript levels were also significantly higher in obese vs. lean
cort+/+ mice, changes that were not observed in obese cort-/- mice. However, Inl-
ghrelin transcripts remained unchanged at the endocrine pancreas of cort-/- obese
mice, while its mRNA level significantly increased as a consequence of a HFD in cort -
/- mice (Fig. 2).

Modulation of plasma insulin levels as well as insulin expression at the

whole and endocrine pancreas level in obese cort+/+ and cort-/- mice.

Expression of both mouse insulin transcripts as well as plasma insulin levels were
analyzed in cort+/+ and cort-/- mice under LFD and HFD conditions. As expected, in
cort+/+ mice under obesity conditions insulin transcripts were significantly elevated in
the whole pancreas (white columns in Fig 3 A and B) while, at pancreatic islet level,
only insulin-2 was significantly elevated (white columns in Fig 4). Plasma insulin levels
were also significantly elevated in cort +/+ mice under obesity conditions (white
columns in Fig 3C). Importantly, the increased levels of both transcript and plasma
insulin as a consequence of an obese state were completely prevented in the absence
of endogenous CORT (black columns in Fig 3A, 3B and 4).
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Discusion

This study demonstrates that endogenous cortistatin markedly influences the
constitutive expression pattern of various components of the pancreatic ghrelin system
under both normal and obesity conditions. In addition, our data support the idea that
cortistatin play important actions on pancreatic function, in particular, by preventing the
observed increase in the expression of insulin and its circulating plasma levels in obese
mice.

Recently, several studies described that the pancreas synthesizes all different
components of ghrelin system, as reported in the beta, epsilon or another endocrine
cells [7,8,10,11,12,14,21,22,23,24,25]. Accordingly, besides the well documented
regulation of pancreatic function by ghrelin from stomach origin [26,27,28,29], it has
been also proposed that locally produced ghrelin may have a role on pancreatic
function and, specifically, on glucose homeostasis. Indeed, Dezaki et al. suggested that
locally produced ghrelin regulates insulin production in a paracrine manner [30],
although this aspect is still controversial [4] and consequently, a definitive role has not
been defined yet. In the present study, we confirmed pancreatic expression of ghrelin
system components (ghrelin, Inl-ghrelin, GHS-R and GOAT) at the whole and
endocrine pancreas of control mice but also of cort-/- mice. In addition, a significant
down-regulation of GOAT transcripts was observed in cort-/- mice, suggesting a
possible regulation of ghrelin actions by cortistatin at pancreatic level. Similarly to that
reported at the pituitary and hypothalamus [5], we also observed that pancreatic Inl-
ghrelin expression was significantly higher than that of native ghrelin, thus supporting
that this variant might be the dominant ghrelin-transcript at the pancreatic level, and
also suggesting that it may exert important biological actions through a receptor still to
be identified. Of note, In1-ghrelin variant retains the acylation site of pre-proghrelin [12]
and, consequently, it may encode a peptide that can also be targeted as a substrate for
GOAT action, an issue that should be further investigated. Based on the observed
down-regulation of GOAT expression in cort-/- mice, CORT might also regulate the
putative pancreatic function of Inl-ghrelin by regulating its possible acylation and

consequently diminishing its local activity, another aspect that needs further attention.

It has been previously reported that ghrelin system components are regulated by
certain metabolic conditions, like obesity, at the stomach, pituitary and hypothalamus
[17,19,31]. In line with this, the present report is the first to reveal, to the best of our
knowledge, that ghrelin system components are also markedly altered under DIO

conditions at pancreatic level. However, contrary to that previously reported at the
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hypothalamic and pituitary level [17,19], we observed an up-regulation of ghrelin, In1-
ghrelin and GHS-R transcripts at the pancreas of cort+/+ animals under obesity
conditions, while GOAT expression level remains unaltered, thus supporting that
obesity-induced alterations in the ghrelin-system are tissue-dependent. It is well known
that obesity is a chronic inflammation condition that at pancreatic level causes a
deleterious effect on pancreatic function and, in particular, on beta-cell function [32]. In
this sense, the observed increase in pancreatic ghrelin system expression may locally
acts as a protective mechanism by promoting beta-cell survival and growth, a function
that has been previously described for different ghrelin system components under
physiological or pathological conditions [33,34]. In addition, and similarly to that
described for pancreatic ghrelin system profile, In1-ghrelin variant transcripts are also
dominantly expressed under extreme metabolic conditions (obesity), again supporting
a relevant role for this ghrelin variant at the pancreatic level that could possible
contribute to the described actions for ghrelin related peptides on beta-cell survival
[33,34].

In clear contrast to the up-regulation of ghrelin system under HFD conditions in cort +/+
mice described above, we observed a clear shut-down of ghrelin system components
at the whole and endocrine pancreas in obese CORT deficient animals. These findings
would support a novel pathophysiological role of CORT in the pancreatic function in
individuals under metabolic stress (obesity). Conversely, at the endocrine pancreas,
In1-ghrelin transcripts increased in cort-/- obese animals, throughout a mechanism still
unclear that would specifically favor the splicing of ghrelin gene to generate In1-ghrelin
variant. Obviously, these findings suggest that native ghrelin and In-1 ghrelin variant
might be differentially regulated in cultured pancreatic islets in a similar manner to that
reported in the pituitary, hypothalamus and stomach [5,19,31] although this is an

aspect that needs further investigations.

Besides ghrelin expression, our data also reveal a significant increase of both insulin 1
and 2 mRNA transcripts in extracts from whole pancreas (only insulin 2 transcripts in
islet samples) under obesity conditions. Such transcript increase is well in agreement
with the elevation of plasma insulin levels in animals under obesity conditions observed
in this study and also with the documented by others [17,33,35]. However, in the
pancreas of animals lacking CORT expression and under HFD conditions, insulin
transcripts remain at control levels, although significantly diminished in islet samples,
thus suggesting and supporting a role for endogenous CORT in regulating endocrine

pancreas function, particularly on beta-cell function.

10
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Conclusions

The present study provides empirical evidence for an increased pancreatic ghrelin
system expression under obesity conditions. Although this is an experimental animal
model, our results may offer new perspectives of what might be occuring during obesity
at pancreatic level in humans. Moreover, our findings demonstrate that the lack of
endogenous CORT (cort-/- mice) prevents the up-regulation of all components of the
pancreatic ghrelin system as well as insulin secretion (MRNA expression and release)
induced in by an obesity state in cort+/+ mice, thereby suggesting that endogenous
CORT may be a key regulator of pancreatic endocrine function under normal and
possibly under pathophysiological states.

11



References.

1. Seim I, Collet C, Herington AC, Chopin LK (2007) Revised genomic structure of the
human ghrelin gene and identification of novel exons, alternative splice variants and
natural antisense transcripts. BMC Genomics 8: 298.

2. Seim |, Josh P, Cunningham P, Herington A, Chopin L (2011) Ghrelin axis genes,
peptides and receptors: recent findings and future challenges. Mol Cell Endocrinol
340: 3-9.

3. Zhang JV, Ren PG, Avsian-Kretchmer O, Luo CW, Rauch R, et al. (2005) Obestatin,
a peptide encoded by the ghrelin gene, opposes ghrelin's effects on food intake.
Science 310: 996-999.

4. Bando M, Iwakura H, Ariyasu H, Hosoda H, Yamada G, et al. (2011) Transgenic
overexpression of intraislet ghrelin does not affect insulin secretion or glucose
metabolism in vivo. Am J Physiol Endocrinol Metab 302: E403-408.

5. Kineman RD, Gahete MD, Lugque RM (2007) Identification of a mouse ghrelin gene
transcript that contains intron 2 and is regulated in the pituitary and hypothalamus in
response to metabolic stress. J Mol Endocrinol 38: 511-521.

6. Gahete MD, Cordoba-Chacon J, Hergueta-Redondo M, Martinez-Fuentes AJ,
Kineman RD, et al. (2011) A novel human ghrelin variant (In1-ghrelin) and ghrelin-
O-acyltransferase are overexpressed in breast cancer: potential pathophysiological
relevance. PLoS One 6: €23302.

7. Kojima M, Hosoda H, Date Y, Nakazato M, Matsuo H, et al. (1999) Ghrelin is a
growth-hormone-releasing acylated peptide from stomach. Nature 402: 656-660.

8. Date Y, Kojima M, Hosoda H, Sawaguchi A, Mondal MS, et al. (2000) Ghrelin, a
novel growth hormone-releasing acylated peptide, is synthesized in a distinct
endocrine cell type in the gastrointestinal tracts of rats and humans. Endocrinology
141: 4255-4261.

9. van der Lely AJ, Tschop M, Heiman ML, Ghigo E (2004) Biological, physiological,
pathophysiological, and pharmacological aspects of ghrelin. Endocr Rev 25: 426-
457.

10. Ueberberg B, Unger N, Saeger W, Mann K, Petersenn S (2009) Expression of
ghrelin and its receptor in human tissues. Horm Metab Res 41: 814-821.

11. Granata R, Baragli A, Settanni F, Scarlatti F, Ghigo E (2010) Unraveling the role of
the ghrelin gene peptides in the endocrine pancreas. J Mol Endocrinol 45: 107-118.

12. Yang J, Brown MS, Liang G, Grishin NV, Goldstein JL (2008) Identification of the
acyltransferase that octanoylates ghrelin, an appetite-stimulating peptide hormone.
Cell 132: 387-396.

13. Yang J, Zhao TJ, Goldstein JL, Brown MS (2008) Inhibition of ghrelin O-
acyltransferase (GOAT) by octanoylated pentapeptides. Proc Natl Acad Sci U S A
105: 10750-10755.

14. Gutierrez JA, Solenberg PJ, Perkins DR, Willency JA, Knierman MD, et al. (2008)
Ghrelin octanoylation mediated by an orphan lipid transferase. Proc Natl Acad Sci U
S A 105: 6320-6325.

15. Broglio F, Grottoli S, Arvat E, Ghigo E (2008) Endocrine actions of cortistatin: in
vivo studies. Mol Cell Endocrinol 286: 123-127.

16. Cordoba-Chacon J, Gahete MD, Pozo-Salas Al, Martinez-Fuentes AJ, de Lecea L,
et al. (2011) Cortistatin is not a somatostatin analogue but stimulates prolactin
release and inhibits GH and ACTH in a gender-dependent fashion: potential role of
ghrelin. Endocrinology 152: 4800-4812.

17. Lugue RM, Gahete MD, Hochgeschwender U, Kineman RD (2006) Evidence that
endogenous SST inhibits ACTH and ghrelin expression by independent pathways.
Am J Physiol Endocrinol Metab 291: E395-403.

18. Li DS, Yuan YH, Tu HJ, Liang QL, Dai LJ (2009) A protocol for islet isolation from
mouse pancreas. Nat Protoc 4: 1649-1652.

12



cONO U WN PR

19. Luque RM, Kineman RD (2007) Gender-dependent role of endogenous
somatostatin in regulating growth hormone-axis function in mice. Endocrinology 148:
5998-6006.

20. Vandesompele J, De Preter K, Pattyn F, Poppe B, Van Roy N, et al. (2002)
Accurate normalization of real-time quantitative RT-PCR data by geometric
averaging of multiple internal control genes. Genome Biol 3: RESEARCHO0034.

21. An W, Li Y, Xu G, Zhao J, Xiang X, et al. (2010) Modulation of ghrelin O-
acyltransferase expression in pancreatic islets. Cell Physiol Biochem 26: 707-716.
22. Veldhuis JD, Bowers CY (2010) Integrating GHS into the Ghrelin System. Int J Pept

2010.

23. Sakata |, Yang J, Lee CE, Osborne-Lawrence S, Rovinsky SA, et al. (2009)
Colocalization of ghrelin O-acyltransferase and ghrelin in gastric mucosal cells. Am
J Physiol Endocrinol Metab 297: E134-141.

24. Gnanapavan S, Kola B, Bustin SA, Morris DG, McGee P, et al. (2002) The tissue
distribution of the mRNA of ghrelin and subtypes of its receptor, GHS-R, in humans.
J Clin Endocrinol Metab 87: 2988.

25. Sun Y, Garcia JM, Smith RG (2007) Ghrelin and growth hormone secretagogue
receptor expression in mice during aging. Endocrinology 148: 1323-1329.

26. Dezaki K, Hosoda H, Kakei M, Hashiguchi S, Watanabe M, et al. (2004)
Endogenous ghrelin in pancreatic islets restricts insulin release by attenuating Ca2+
signaling in beta-cells: implication in the glycemic control in rodents. Diabetes 53:
3142-3151.

27. Date Y, Nakazato M, Hashiguchi S, Dezaki K, Mondal MS, et al. (2002) Ghrelin is
present in pancreatic alpha-cells of humans and rats and stimulates insulin
secretion. Diabetes 51: 124-129.

28. Wierup N, Svensson H, Mulder H, Sundler F (2002) The ghrelin cell: a novel
developmentally regulated islet cell in the human pancreas. Regul Pept 107: 63-69.

29. Prado CL, Pugh-Bernard AE, Elghazi L, Sosa-Pineda B, Sussel L (2004) Ghrelin
cells replace insulin-producing beta cells in two mouse models of pancreas
development. Proc Natl Acad Sci U S A 101: 2924-2929.

30. Dezaki K, Kakei M, Yada T (2007) Ghrelin uses Galphai2 and activates voltage-
dependent K+ channels to attenuate glucose-induced Ca2+ signaling and insulin
release in islet beta-cells: novel signal transduction of ghrelin. Diabetes 56: 2319-
2327.

31. Gahete MD, Cordoba-Chacon J, Salvatori R, Castano JP, Kineman RD, et al.
(2010) Metabolic regulation of ghrelin O-acyl transferase (GOAT) expression in the
mouse hypothalamus, pituitary, and stomach. Mol Cell Endocrinol 317: 154-160.

32. Donath MY, Shoelson SE Type 2 diabetes as an inflammatory disease. Nat Rev
Immunol 11: 98-107.

33. Granata R, Gallo D, Lugue RM, Baragli A, Scarlatti F, et al. (2012) Obestatin
regulates adipocyte function and protects against diet-induced insulin resistance and
inflammation. FASEB J.

34. Favaro E, Granata R, Miceli I, Baragli A, Settanni F, et al. (2012) The ghrelin gene
products and exendin-4 promote survival of human pancreatic islet endothelial cells
in hyperglycaemic conditions, through phosphoinositide 3-kinase/Akt, extracellular
signal-related kinase (ERK)1/2 and cAMP/protein kinase A (PKA) signalling
pathways. Diabetologia 55: 1058-1070.

35. Lugue RM, Lin Q, Cordoba-Chacon J, Subbaiah PV, Buch T, et al. (2011)
Metabolic impact of adult-onset, isolated, growth hormone deficiency (AOIGHD) due
to destruction of pituitary somatotropes. PLoS One 6: e15767.

13



N oo bW

O

10
11
12

13
14
15
16
17
18

19
20
21
22

23

24

25

26

27

28

29
30

31

32

33

34

35

Figure legends.

Fig. 1.: Expression level of different ghrelin system components at the whole pancreas
of cort+/+ and cort-/- male mice subjected to low fat (LF) or high fat diet (HFD). Values
represent mean £ SEM of copy number adjusted by normalization factor (NF) per 100
ng of cDNA obtained from 3-7 animals per experimental group. (*: p<0,05; **: p<0,01;
***: p<0,001).

Fig. 2.: Expression level of different ghrelin system components at pancreatic islets of
cort+/+ and cort-/- male mice subjected to low fat (LF) or high fat diet (HFD). Values
represent mean + SEM of copy number adjusted by normalization factor (NF) per 100
ng of cDNA obtained from 4-7 animals per experimental group. (*:p<0,05; **: p<0,01;
***: p<0,001).

Fig. 3.: Expression profile of Insulin 1 and insulin 2 mRNA transcripts (panels A and B,
respectively) at the whole pancreas of cort+/+ and cort-/- male mice subjected to low
fat (LF) or high fat diet (HFD). C, plasma insulin level obtained from cort+/+ and cort-/-
animals under LF- or HF-diets. Values represent mean + SEM of copy number
adjusted by normalization factor (NF) per 100 ng of cDNA obtained from 4-7 animals
per experimental group. (*: p<0,05).

Fig. 4.. Expression profile of Insulin 1 and insulin 2 mRNA transcripts at pancreatic
islets of cort+/+ and cort-/- male mice subjected to low fat (LF) or high fat diet (HFD).
Values represent mean £ SEM of copy number adjusted by B-actin expression per 100
ng of cDNA obtained from 2-3 animals per experimental group. (*: p<0,05).
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Fig.4
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