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Resumen

La comunicacion intercelular en los islotes pancreaticos es clave para la regulacion de
los niveles de glucosa en sangre y se ve alterada como consecuencia de la diabetes. Da-
do el gran ntimero de sefiales paracrinas involucradas en la regulacién de la secrecion de
glucagon, insulina y somatostatina, los islotes pancreaticos constituyen un sistema biologico
sumamente complejo. El trabajo experimental en los islotes pancreaticos se ve limitado por
consideraciones técnicas que impiden el estudio detallado de la interaccion de todas las sena-
les involucradas. Es por esto que, como complemento al trabajo experimental, es pertinente
construir un modelo computacional que nos permita dilucidar las implicaciones funcionales
de las senales intercelulares en los islotes pancreaticos tanto en condiciones normales como
patolégicas. Una de los principales problemas de salud publica a nivel mundial es la dia-
betes mellitus tipo 2 (DMT?2), enfermedad que afecta tanto la arquitectura de los islotes
pancredaticos como el funcionamiento de las células que los conforman, y con esto, alterando
las comunicacion intercelular. Una de las alteraciones producidas en la arquitectura de los
islotes pancreaticos como consecuencia de la DMT2 es la pérdida de masa de las células
B, que es uno de los objetos de estudio de esta tesis. Existe evidencia experimental que ha
mostrado que la secrecion de insulina es pulsatil, lo que es originado por la sincronizacién
de la actividad secretoria de las células 3 dentro de los islotes, como resultado de la comu-
nicacion eléctrica a través de uniones comunicantes por un lado, y la regulaciéon paracrina y
autocrina por el otro. Tomando en cuenta todo lo mencionado, en este trabajo se propone
el estudio de la sincronizacion de la secrecion de insulina en islotes humanos reconstruidos
computacionalmente evaluando la importancia de la comunicacion intercelular y el efecto de
la pérdida de masa de células 3, emulando etapas tempranas de la DMT2.



1. Introduccion

Las células «, § y ¢ pancredticas, secretoras de glucagon, insulina y somatostatina, res-
pectivamente, son las principales células endocrinas del pancreas (Fig. 1A) y son clave para
la regulacién de los niveles de glucosa en la sangre. Mientras el glucagén promueve la li-
beracion de glucosa del higado ante un estado de hipoglucemia, la insulina juega un papel
opuesto al secretar insulina y promover el consumo y almacenamiento de glucosa en células
hepéticas, musculares y adiposas [1]. La somatostatina, por otro lado, secretada al igual que
la insulina en respuesta a un aumento en la concentraciéon de glucosa, participa de manera
indirecta en la homeostasis de la glucosa mediante la regulacion de la secrecion de insulina
y glucagon [2].

Las células endocrinas pancreaticas son células excitables, y como tales, dependen de
la produccién de actividad eléctrica la cual activa su funcion secretora [2-4]. Las células
a, By ¢ pancredticas comparten un mecanismo general de secrecién (esquematizado en la
Figura 1B) que consiste en el transporte y metabolismo de la glucosa, esto desencadena la
produccién de actividad eléctrica y como consecuencia la entrada de Ca?" a la célula, este
flujo de Ca?* al interior de la célula actiia como sefal que promueve la funcién de exocitosis
de las hormonas pancreaticas. A pesar de esto, a la fecha muchas de las particularidades
asociadas la estimulacion y regulacion de las células «, S y ¢ son aiin materia de debate.

Dentro del pancreas, las células «a, 5y d estan organizadas en grupos de células conocidos
como islotes pancreaticos (Figura 1A) también denominados Islotes de Langerhans debido a
que las primeras descripciones de dichos islotes fueron realizadas por Paul Langerhans [18,19].
En los humanos, las células /3 representan entre un 50 y 75% de los islotes, las células
a entre 25 y 35% vy las células ¢ entre 5 y 10% [5]. Los islotes pancredticos constituyen
la parte endocrina del pancreas y se encuentran dispersos en el pancreas exocrino [6]. En
ellos, las células a, § y § (y otras células presentes en porcentajes menores), comparten
un ambiente propicio para la interaccion paracrina y eléctrica entre ellas, lo que permite
les permite llevar a cabo su funciéon de regulacion de la homeostasis de la glucosa entre
ellas [3,7,8]. Estas interacciones intercelulares, que en los islotes dependen fuertemente del
nimero, localizacién y organizacién de las diferentes células (es decir, de la arquitectura de los
islotes pancredticos) [9-11], son en la actualidad tema de intenso estudio por su importancia
para la regulacion de la glucosa tanto en condiciones normales como patologicas.

Las células endocrinas pancreaticas responden a una multitud de senales provenientes de
las células vecinas (regulacién paracrina). Como se muestra en la Figura 1.C, las hormonas
secretadas por las células a, § y d, tienen efectos regulatorios en las células vecinas con
implicaciones funcionales que siguen siendo materia de investigacion. Hasta donde se conoce,
el glucagon secretado por las células a promueve la secrecién de insulina de las células 5. La
insulina secretada por las células £ inhibe la secrecion de glucagon de las células «, al mismo
tiempo que promueve la secrecion de somatostatina de las células ¢. La somatostatina, por
su parte, inhibe la secrecién tanto de glucagon como de insulina [8].

Otras moléculas secretadas por las mismas células pancreaticas participan en la sena-
lizacién dentro de los islotes. Como se describe en una revisién reciente sobre el tema [8],
estas se pueden clasificar en activadores e inhibidores de las diferentes células pancreaticas
endocrinas. Entre los inhibidores de la célula o se han encontrado moléculas secretadas por
las células 3, como la insulina, serotonina y el dcido y-aminobutirico (GABA), ademaés de la
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Figura 1. Los islotes de pancreaticos constituyen la parte endocrina del pancreas y se
encuentran dispersos en el tejido exocrino. A. Los islotes se forman principalmente por
células «, 8y 0 secretoras de glucagon, insulina y somatostatina, respectivamente. B. Aunque
con sus particularidades que les permiten responder de diferente manera a los cambios de
glucosa, las células a, f y § comparten un mecanismo general de secrecion. C. Dentro de
los islotes pancreaticos las células «, § y d se encuentran inmersas en un ambiente propicio
para la senalizacion paracrina. D. Las células § se comunican eléctricamente entre ellas (y
tentativamente con las células §) por medio de uniones comunicantes.



somatostatina secretada por la células 0. Las células 3, por otro lado, son activadas por el
glucagoén, la acetilcolina y la hormona liberadora de corticotropina (todas estas secretadas
por las células «), y son inhibidas por la somatostatina. Ademads, el glutamato, secretado por
las células «, pero también formado en las células 3, tiene un papel funcional contradictorio
que ain es considerado pregunta de investigacién abierta [8,12]. Finalmente, las células ¢
son inhibidas por la acetilcolina secretada por las células o y son activadas por el urocortin
3, producido y secretado por la célula 3, y el glutamato, secretado por las células « [8].

Es desde hace décadas conocido que células 8 vecinas, ademas de las sefiales paracrinas,
pueden tener comunicacion eléctrica directa entre ellas, lo que les permite, en condiciones
normales, sincronizar su actividad eléctrica y, por lo tanto, su actividad secretora [7]. Por
otro lado, recientemente se demostré que células 5 y d también pueden estar comunicadas
eléctricamente, lo que permitiria que las células 8 regulen indirectamente a las células «
via la secrecion de somatostatina de las células 0 estimuladas por la conexién eléctrica con
las células f vecinas [7,13,14]. Aunque todas estas senales son importantes para el control
y regulacion de las hormonas pancreaticas asociadas a la homeostasis de glucosa, en este
trabajo de tesis inicamente se tomara en cuenta la comunicaciéon entre células S vecinas.

En presencia de diabetes se han descrito alteraciones en la arquitectura de los islotes
pancreaticos, como la pérdida de masa de células S y 0 con un posible aumento del niimero
de células «, lo que comtinmente se ve acompanado de deposicion péptido amiloide en el
espacio intersticial de los islotes pancreaticos, el cual tiene un efecto citotéxico [10, 15].
Ademas de esto, se ha demostrado que la diabetes resulta en la pérdida de multiples senales
paracrinas. Ejemplo de esto es la pérdida de las sefiales derivadas de la células /3, ya sea por
la pérdida de estas, o bien por una funcionalidad alterada, lo que tendria no solo efectos
negativos en la secrecién de insulina, sino también en la regulacién de las células o y 3 en
los islotes. La pérdida de masa de células 3 y su efecto en la comunicacién entre ellas en los
islotes humanos sera el objeto principal de estudio de este trabajo de tesis.

Como complemento al trabajo experimental, los modelos computacionales han sido am-
pliamente utilizados para el estudio de la fisiologia de las células pancreaticas [36-38,40,41,
44,47], y recientemente, la interaccién entre ellas en los islotes [39,42,49]. Es por lo anterior
que en esta tesis evaluamos, por medio de un modelo computacional, los efectos funcionales
de la pérdida de masa de células 3 en islotes pancreaticos humanos, emulando los efectos de
etapas tempranas de la diabetes tipo 2.

2. Marco Teorico

2.1. Fundamentos

2.1.1. Pancreas endocrino

El péncreas esta constituido por dos tipos de tejidos [16], el tejido exocrino, que secreta
enzimas digestivas y HCOj3 al intestino [17], y el tejido endocrino, constituido por los islotes
pancredaticos, que secreta una variedad de hormonas cuya principal funcién es regular el
metabolismo de la glucosa.



Los islotes pancredaticos son pequenios grupos de células endocrinas (ver Figura 2) disper-
sos en el pancreas, la cual, en el humano contiene aproximadamente entre 3.2 millones y 14.8
millones de islotes [19,21], cada uno con un didmetro promedio de 108.92 um (£ 6.27 pm)
y volumen promedio de 0.00069 pL (£0.00011 pL) [24]. Los islotes pancredticos humanos
se componen aproximadamente de 25% a 35 % de células «, 50 % a 75 % de células 3, 5%
a 10 % de células § con un porcentaje menor de otras células como las v o PP, encargadas
de secretar polipéptido pancreatico [5,19,22,23]. A diferencia de los islotes de roedor, en los
que las células [ se localizan predominantemente en el centro de los islotes con las células «
en la periferia, en los islotes humanos las diversas células endocrinas se distribuyen de forma
mas heterogénea, diferencia que desde el punto de vista funcional constituye una incégnita
aun por resolver.

Islote pancreatico

Acino pancreatico célula B

Pancreas

célula 8
sanguineo

célula a

Figura 2. Pancreas e islote pancredtico. Dentro del islote pancreatico se observan las
células que lo conforman, en color rosa las células «, en rojo las células 8 y en color verde
las células §. Imagen tomada y modificada de: https://smart.servier.com/category/
anatomy-and-the-human-body/digestive-system/pancreas/.

La regulaciéon de la glucosa en la sangre depende en mayor medida del glucagon e insulina
secretados por las células a y 5 respectivamente. Como se muestra en la Figura 3.A las cé-
lulas 3 secretan insulina como respuesta al aumento de la glucosa en sangre (hiperglucemia),
por ejemplo después de la ingesta de alimentos, lo que conduce a la absorcion de glucosa de
la circulacién principalmente en tejido muscular y adiposo. El glucagon, secretado por las
células «, se libera como respuesta a bajos niveles de glucosa en sangre y como respuesta
restablece los niveles de glucosa mediante los procesos de gluconeogénesis y glucogenolisis
que se dan principalmente en el higado y musculos [25] (Figura 3.B).

2.1.2. Célula

Las células 8 son el componente principal de los islotes pancredticos [26]. Debido a la
importancia de la insulina para la regulacion de la glucosa sanguinea, la célula § ha sido sin
duda la mas estudiada en las ultimas décadas. Como se ha mencionado anteriormente, su
funcion principal es secretar insulina ante un aumento de la glucosa sanguinea. La secrecién
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Figura 3. La homeostasis de la glucosa se mantiene por medio de la insulina y el glu-
cagéon: A. Cuando la concentracién plasmatica de glucosa aumenta después de la ingesta
de alimentos, las células [ secretan insulina (y se inhibe la secreciéon de glucagon por las
células o). La insulina secretada promueve la captacién celular de glucosa sanguinea, lo que
reduce la concentracion plasmatica de glucosa para mantener la homeostasis de la glucosa
en sangre. B. Cuando la concentracion plasmatica de glucosa disminuye, se inhibe la secre-
cién de insulina y se estimula la de glucagén. El glucagon promueve la glucogendlisis y la
gluconeogénesis, liberando como consecuencia glucosa al torrente sanguineo que restablecer
los niveles de glucosa en sangre. Imagen tomada y modificada de: [21].

de insulina depende de la generacion de actividad eléctrica que permite la entrada de calcio
a la célula, lo que finalmente promueve la secrecién de insulina al exterior de la célula.

En la Figura 4 se esquematiza el proceso de secrecion de insulina estimulada por glucosa
de las células § [18-20] que se puede resumir en los siguientes pasos:

1. Transporte de la glucosa al interior de la célula f3: la célula 3, en su mem-
brana plasmatica, contiene un transportadores especificos de glucosa llamados GLUT
(GLUT-1 o GLUT-3) que la llevan al interior de la célula por difusién facilitada.

2. Metabolismo de la glucosa: La glucosa penetra las células 8 por medio de trans-
portadores de glucosa GLUT-3 y es fosforilada a glucosa-6-fosfato por la glucocinasa
para metabolizarse hasta la forma de piruvato en el citoplasma. El piruvato entra en
la mitocondria y es metabolizado hasta generar diéxido de carbono y agua a través del
ciclo del 4cido citrico, con la formacién de trifosfato de adenosina (ATP) por medio de
fosforilacién oxidativa. E1 ATP se incorpora al citoplasma, donde inhibe los conductos
de potasio (KT) sensibles al ATP y de este modo reduce la salida de K.

3. Cierre de los canales de K* sensibles al ATP (KATP):

El cierre de los canales KATP inicia una despolarizacion lenta del potencial de mem-
brana que, cuando alcanza alrededor de -40 mV, aumenta la probabilidad de abrir los
canales de Na™ y Ca?" tipo T dependientes de voltaje, aumentando la entrada de Na*
y Ca?*t en las células y causando una fuerte despolarizacion.



4. Apertura de los canales de Ca?" dependientes de voltaje: en la membrana de la
célula B también existen canales de Ca?* tipo L, los cuales son regulados por cambios
en el voltaje de la membrana celular. Una vez que la despolarizaciéon iniciada por el
cierre de los canales KATP, los canales de Ca?' abren (se activan con potenciales de
membrana de - 20 mV) permitiendo el paso de Ca?t al interior de la célula, dando
como resultado el incremento de la concentracion intracelular de Ca?* [67].

5. Secrecién de insulina: el aumento de Ca?* intracelular activa la maquinaria de exoci-
tosis, promoviendo la secrecién de insulina al exterior de la célula para posteriormente
ser liberada a la circulacién sistémica.

6. Repolarizacion celular: En las células [ estudiadas hasta la fecha se han descrito
varios tipos de canales de K* dependientes del voltaje (Kv) y dependientes del voltaje
sensibles al Ca®T (KCa?"). Estos canales muestran propiedades dindmicas similares a
las registradas en las neuronas, y su activacién se asocia predominantemente con la
repolarizacion. La actividad del canal de potasio es necesaria para la repolarizacién del
potencial de accién lo que reduce la secrecion de insulina de la célula g [67].

glucosa

metabolismo

Despolarizacion
de membrana

. (:a2+

insulina @)
fel 4

5

Figura 4. Proceso de secrecion de insulina de la célula 3: 1. Transporte de la glucosa al
interior de la célula, 2. Metabolismo de la glucosa en el interior de la célula 3, 3. El ATP
cierra los canales de K sensibles al ATP, 4. La despolarizacién de la membrana abre los
canales de Ca?* sensibles al voltaje, 5. El aumento del Ca?* intracelular produce la secrecién
de insulina.



La concentracion normal de insulina medida mediante radioinmunoanélisis, en el plasma
venoso periférico del ser humano normal en ayuno es de 0 a 70 pU/ml (0 a 502 pmol/L).
La cantidad de insulina secretada en el estado basal se acerca a 1 U/h, con un incremento
cinco a 10 veces mayor en la fase posprandial. Por consiguiente, la cantidad promedio que
una persona normal secreta al dia es de casi 40 U (287 nmol) [52-54].

Se conoce que en condiciones normales la secrecién de insulina ocurre de forma pulsatil con
un periodo de 5 a 10 minutos, debido a que hay una retroalimentacién positiva, mediada por
la enzima fosfofructoquinasa. Esto produce oscilaciones en la sintesis de ATP que influyen
sobre los canales de K+ tipo M. Esta secrecién pulsatil es importante y se relaciona con
oscilaciones en la concentraciéon de Ca?t y el potencial de membrana, que cae de -60 mV a -
40 mV, lo que genera un potencial de accién [66]. Este comportamiento pulsatil que se origina
por la pulsatilidad de la secrecion a nivel celular, que se ve reflejada en el comportamiento
secretorio de los islotes pancreéticos [3] como resultado de la sincronizacion de la secrecion
de las células § gracias a la comunicacion paracrina y eléctrica entre ellas.

Este comportamiento pulsatil se ve alterado en personas con diabetes [52-54], lo que
resalta su importancia para la adecuada regulacién de los niveles de glucosa. Ademas, se
ha sugerido que el deterioro de la pulsatilidad de la insulina contribuye al desarrollo de
resistencia a la insulina en estos pacientes [53]|. Los pulsos de insulina se han observado
en muestras de sangre obtenidas de animales vivos, asi como en péancreas perfundido (con
glucosa) e islotes [54-56]. Se piensa que la pulsatilidad es una propiedad intrinseca de las
células (3, ya que las células [ aisladas son capaces de generar oscilaciones de la concentracién
intracelular de calcio [57,58], un desencadenante de la secrecién de insulina.

2.1.3. Diabetes Mellitus

La diabetes es una condicion patolégica caracterizada por un estado de hiperglucemia
crénico como consecuencia de una insuficiente secrecién de insulina y/o resistencia a la
insulina [26]. Hay dos tipos principales de esta enfermedad, la diabetes tipo 1 y la diabetes
tipo 2 [27], descritos a continuacién:

» La diabetes tipo 1 (DMT1) es un trastorno autoinmune crénico en el que el sistema
inmunitario ataca a las células [ pancreaticas, lo que resulta en la ausencia de secre-
cién de insulina e hiperglucemia crénica [26]. La DMT1 anteriormente conocida como
insulinodependiente, juvenil o de inicio en la ninez, requiere la administracion diaria
de insulina. En 2017 habia 9 millones de personas con diabetes tipo 1; la mayoria de
ellos vive en paises de ingresos altos. No se conocen ni su causa ni los medios para
prevenirlo [64].

» La diabetes tipo 2 (DMT2) es un trastorno metabélico progresivo caracterizado por
resistencia a la insulina e hiperglucemia. En la DMT2 los niveles insuficientes de in-
sulina no logran satisfacer la demanda elevada causada por una mayor resistencia a la
insulina. Actualmente la mayoria de los tratamientos clinicos de DMT2 apuntan a la
resistencia a la insulina o a elevar los niveles de insulina aumentando la funciéon de se-
crecién de las células f [26]. La DMT2 es el resultado del uso ineficaz de la insulina por
parte del cuerpo. Més del 95% de las personas con diabetes tienen DMT2. Este tipo



de diabetes es en gran parte el resultado del exceso de peso corporal y la inactividad
fisica [64].

La DMT?2 es el tipo més comiin de diabetes (méas del 90 % de los casos). Actualmente,
la DMT?2 se ha convertido en un problema de salud publica a nivel global con un marcado
paralelismo a la epidemia de obesidad. La Federacién Internacional de Diabetes estimo para
el 2019 una prevalencia de diabetes a nivel mundial de 9.3 %. Esta prevalencia corresponde
a 463 millones de adultos con diabetes y se calcula que aumente a 700 millones para el ano
2045, con una prevalencia de 10.9 % (11.1 % en hombres y 10.8 % en mujeres) [29].

En México la DMT2 es también uno de los grandes problemas de salud publica. En las
ultimas décadas, la prevalencia de diabetes en México se ha incrementado consistentemente,
pasando del 4% en 1993 [61] a 10.2% en 2021 [62] En la actualidad la diabetes ocupa el
segundo lugar como causa de muerte en México tanto en hombres como en mujeres. [30].

2.1.4. Efectos de la Diabetes Mellitus Tipo II

En las ultimas décadas, nuestra comprension del establecimiento y progresion de la DMT?2
ha evolucionado rapidamente. Su principal causa es el deterioro progresivo de la secrecién
de insulina por las células [ pancreaticas, generalmente en un contexto de resistencia a la
insulina preexistente en el musculo esquelético, higado y el tejido adiposo [28].

El deterioro de la secrecion de insulina en DMT2 es causado por la disfuncién de las
células (B pancreaticas debido a la lipotoxicidad, glucotoxicidad y resistencia a las incretinas
(hormonas intestinales que estimulan la secrecién de insulina). La resistencia a la insulina
en oOrganos periféricos como el higado, musculos y rinones, por otro lado, conduce a una
reduccion de la captacion de glucosa en la sangre, una reabsorciéon excesiva de glucosa en
el rinén y un aumento de la gluconeogénesis, contribuyendo asi al estado de hiperglucemia
crénica [28].

Las alteraciones de la secrecion de insulina en la DMT2 podrian ser el resultado de
alteraciones en la funcién de las células [, pérdida de masa de las células 5, o ambos. Es
probable que una disminucién de la masa de células § desempenie un papel en la patogénesis
de la DMT2 [32,33] ya que se ha observado una reduccién de entre 25 % y 50 % en la masa
de células (3, segin mediciones postmortem en pacientes diabéticos con DMT2. Debido a
que la masa de células 8 no se puede medir in vivo, no esta claro si los pacientes diabéticos
con DMT2 tienen una masa de células S disminuida a principios de la vida, no pudieron
aumentar su masa de células § frente a la resistencia a la insulina, o tuvieron una pérdida
progresiva de células § [31].

En un estudio realizado por Kilimnik y colaboradores [34] se examinaron cuantitativamen-
te los cambios patologicos de los islotes pancreaticos en pacientes con DMT2 en comparacion
con islotes de personas sanas. Como parte del estudio los autores realizaron un anélisis a
gran escala de secciones pancredticas obtenidas de cadaveres de pacientes con DMT2 (n =
12) y no diabéticos (n = 14) en combinacién con andalisis basado en procesamiento digital
de imagenes para cuantificar los cambios en la arquitectura de los islotes.

La composicion total de las células de los islotes (células § en verde, células « en rojo y
células ¢ en azul) en cada espécimen se compara entre sujetos no diabéticos (Figura 5A) y
DMT?2 (Figura 5B). Los autores encontraron que el drea total ocupada por los islotes se redujo



significativamente en los pacientes con DMT2 en comparacién con los sujetos no diabéticos
(0.5 £ 0.08% y 1.08 £+ 0.18 %, respectivamente, P <0.008). Esta disminucién se debi6 a la
pérdida total de células 5 (0.29 + 0.04 % y 0.65 £ 0.11 %, respectivamente. P <0.006) asi
como a la pérdida total de células alfa (0.16 £+ 0.04 % y 0.35 + 0.06 %, respectivamente, P
<0.02).
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Figura 5. Comparacién entre sujetos del mismo grupo (sanos y diabéticos): composicion
total de las células de los islotes (células 3 en verde, células « en rojo y células § en azul) en:
A. individuos no diabéticos y B. pacientes con DMT2. Imagen tomada y modificada de: [34].

El analisis de la composicion de las células de los islotes reveld que la fraccion de células
[ en los islotes grandes se redujo en los pacientes con DMT2. Este cambio fue acompatniado
por un aumento reciproco en la fraccion de células . Por otro lado, el area total de células
a se redujo junto con las células f en DMT2 mientras que tanto la fraccion de células § y el
area correspondiente se mantuvieron sin cambios.

En este trabajo se evaluaran, por medio de un modelo computacional, los efectos de
la pérdida de masa de células [ en la secrecion pulsatil de insulina tomando en cuenta la
arquitectura de islotes pancreaticos humanos reconstruidos a partir de datos experimentales
y la conectividad entre células 3 vecinas.

2.2. Antecedentes

Desde algunos afnios después de que se observd por primera vez la actividad eléctrica
de las células  pancreaticas, los modelos matematicos han sido parte importante de la
investigacion en el campo de la fisiopatologia de los islotes pancredticos [35]. Prueba de
esto son el gran nimero de modelos que buscaban explicar el origen del patron eléctrico
caracteristico observado en registros experimentales de células 8 de roedor, y apenas en
los tltimos afios, de células humanas (revisiones sobre este tema se pueden consultar en
[36,37]. Por décadas, el trabajo de investigacién tanto experimental como tedrico se enfoco
en el estudio de la célula S por su importancia como Unica célula responsable de la sintesis
y secrecién de insulina, dejando de lado otras células como las células a y d, que poco
a poco han ganado importancia como actores claves para el sistema de regulacion de la
glucosa, lo que ha llevado al desarrollo de modelos matematicos de la actividad eléctrica
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tanto de la célula a [38-40] y la célula § [41]. Asimismo, en los inicios se pensaba que
las células e islotes de roedor eran un modelo de estudio extrapolable a los humanos, lo
cual ha sido seriamente cuestionado debido a las numerosas diferencias encontradas tanto
desde el punto de vista estructural como funcional [9]. Es por esto que recientemente se
han desarrollado modelos que toman en cuenta las diferencias entre especies, y mas aun,
modelos de la interaccién tanto eléctrica como paracrina en los islotes pancreéticos [14,42,43].
Aspectos importantes no tomados en cuenta hasta ahora en el campo del modelado de islotes
pancreaticos son la heterogeneidad del tamafio de las células pancredticas en los islotes, asi
como las caracteristicas electrofisiologicas y secretoras de las células humanas; ambos parte
central de esta propuesta de proyecto.

En los tultimos afios, en el Laboratorio de Biofisica e Ingenieria de Tejidos de la Uni-
versidad Auténoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa, se ha llevado a cabo trabajo multi-
disciplinario enfocado en el estudio de la fisiopatologia de la diabetes a nivel celular. Como
ejemplo de esto, en 2014 se presentd un estudio de los posibles efectos de las alteraciones en
el metabolismo de las células 8 humanas en la secrecién de insulina [44]. Siguiendo la misma
linea, se hicieron estudios de la contribucién de las diferentes poblaciones de canales i6nicos
de la célula § humana en el patrén de actividad eléctrica [45], asi como de la dindmica del
Ca?*" intracelular asociada durante experimentos electrofisiolégicos [46]. Posteriormente, en
2017 se propuso por primera vez un modelo computacional tridimensional de una célula /3
humana capaz de simular la actividad eléctrica y la dindmica del Ca?* intracelular en condi-
ciones fisiolégicas [47]. En 2019 se construyeron los primeros modelos computacionales de la
actividad eléctrica de las células o y § humanas en los que se hace un amplio estudio de las
propiedades electrofisiolégicas de las células secretoras de glucagon y somatostatina [40,41].
Finalmente, recientemente se desarroll6 una metodologia para la reconstruccion de la arqui-
tectura de los islotes pancredticos con base en informacion experimental [48] con la que se
pretende conjuntar los modelos de las células o, § y § de humano con arquitecturas deriva-
das de informacion experimental, y con esto estudiar las interacciones paracrinas y eléctricas
dentro de los islotes pancreaticos humanos.

Con base en estos antecedentes y dando continuidad al trabajo realizado en los tltimos
anos es que se plantea en este proyecto desarrollar un modelo computacional con el cual se
pueda simular la secrecion pulsatil de insulina tanto a nivel celular como a nivel del islote
pancreatico y evaluar los efectos de la pérdida de masa de células § como consecuencia de
la DMT2.

2.3. Justificacion

Todos los mecanismos de comunicacion intercelular en los islotes pancreaticos brevemen-
te mencionados anteriormente, constituyen un sistema sumamente complejo, y como tal,
es practicamente imposible estudiarlo en su conjunto de manera experimental. Es por esto
que en los ultimos anos se han desarrollado modelos computacionales para el estudio de
las interacciones intercelulares en los islotes pancreaticos que, como complemento al traba-
jo experimental, tienen el objetivo de permitir alcanzar un mejor entendimiento de cémo
cada una de las senales involucradas participa en la actividad de los islotes pancreaticos
tanto en estado normal como patolégico. Con el mismo objetivo, y con base en el trabajo
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desarrollado en los tltimos anos en el Laboratorio de Biofisica e Ingenieria de Tejidos de
la Universidad Auténoma Metropolitana, en este proyecto se propone el desarrollo de un
modelo matematico-computacional de la secreciéon pulsatil de insulina de las células de los
islotes pancreaticos de humano en el que se considerara explicitamente la arquitectura de los
islotes pancreaticos, la conectividad entre células 8 y la secrecion pulsatil de insulina.

2.4. Hipotesis

La sincronizacion de la actividad de la secrecion pulsatil de insulina en los islotes pan-
creaticos se ve afectada por la pérdida de masa de células 5 como consecuencia de la DMT?2,
lo cual puede repercutir en la arquitectura y comunicacion de las células de los islotes pan-
creaticos.

2.5. Objetivo (GGeneral

Analizar la sincronizacion funcional de las células 3 pancreaticas empleando simulaciones
de la secrecion pulsatil de insulina en los islotes pancreaticos humanos reconstruidos in silico
a partir de datos experimentales.

2.5.1. Objetivos Especificos

1) Reconstruir morfolégicamente los islotes pancreaticos humanos partiendo de datos ex-
perimentales.

2) Simular la pérdida de 30 % de masa de células 3 en los islotes pancreaticos reconstruidos
computacionalmente.

3) Analizar cuantitativamente la conectividad entre células 5 en los islotes humanos re-
construidos usando teorfa de redes.

4) Simular la secrecién pulsatil de insulina utilizando un modelo de osciladores acoplados.

5) Analizar la sincronizacion de las células 5 en condiciones normales y patolégicas.

3. Metodologia

El desarrollo del presente proyecto requiri6 de herramientas de modelado matematico
y de computo en paralelo de alto desempeno. La metodologia general del proyecto que se
propone se resume esquematicamente en la Figura 6 y se explica a continuacién con mayor
detalle.

En primer lugar, se reconstruyeron las arquitecturas de 28 islotes pancreaticos de hu-
mano compuestos de células a y 3, utilizando datos experimentales del grupo de Hoang y
colaboradores [49, 50]. Con esto, se obtuvo la posicién, tamano celular y contactos entre las
células de los islotes. A continuacion, se simuld la pérdida del 30 % de células 3 de los islotes
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Islotes sanos
p 100%

Islotes con DMT2
B -30%

Reconstruccidn Analisisde la Implementacion del Andlisisde la
morfoldgica de los islotes conectividad entre modelo de sincronizacién de
pancredticoshumanos célulaspB osciladores las células B

Figura 6. Resumen grafico de la metodologia general: las células « se representan en color
rojo y las 8 en verde.

reconstruidos para representar los efectos de la DMT2. Tanto en los islotes intactos como en
los islotes con pérdida de masa celular se realizo el analisis de la conectividad de las célu-
las B basandose en teoria de redes. Posteriormente, se implemento el modelo de osciladores
de Kuramoto (ver Seccién 3.4) para evaluar la sincronizacion de la actividad de las células
del islote tomando en cuenta la conectividad entre las células S en las arquitecturas re-
construidas. Finalmente se realizaron experimentos computacionales en los que se simularon
islotes pancreaticos normales y modificados (eliminacién de células 8 como consecuencia de
la DMT2) y se identificaron los efectos de la enfermedad en la comunicacién y sincronizacion
de la secrecion de insulina de las células § pancredticas.

3.1. Reconstruccién de la arquitectura de los islotes pancreaticos
humanos

Los islotes pancreaticos humanos fueron reconstruidos usando el algoritmo de optimiza-
cién iterativa desarrollado por Félix-Martinez y colaboradores [48]. En resumen, el algoritmo
de reconstrucciéon consiste en proponer un islote inicial usando las coordenadas de los nticleos
detectados experimentalmente [49,50] por tincién con DAPI como coordenadas centrales de
células esféricas, con radios asignados aleatoriamente a partir de distribuciones de radios celu-
lares (f: 6.49 £ 1.6 um, a: 5.04 £ 0.9 pm) obtenidas experimentalmente por Camunas-Soler
y colaboradores [60] por mediciones de la capacitancia de la membrana celular, e identifica-
cién del tipo celular por inmunotincién [49,50]. Partiendo del islote propuesto inicialmente
se comienza un proceso de optimizacion iterativa. En cada paso del proceso, una célula se
selecciona al azar y se proponen nuevas coordenadas centrales y radio para la célula seleccio-
nada, se calcula el nimero total de células superpuestas en el islote y se compara con el valor
minimo obtenido durante todo el proceso. Si el nimero de células superpuestas calculadas
es menor, se acepta el cambio en el radio de la célula y las coordenadas del centro; de lo
contrario, podria ser aceptado o rechazado con base en una probabilidad monoténicamente
decreciente para prevenir que el algoritmo alcance un minimo local. Este proceso se repi-
te hasta que se alcanza la convergencia segin un criterio previamente establecido o bien un
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criterio de finalizacién (ver Figura 7). Se utiliz6 IsletLab [63] para implementar la reconstruc-
cién de los islotes pancreaticos. Una descripcion detallada del algoritmo de reconstrucciéon
se puede consultar en el trabajo original al respecto [48].

Datos experimentales Procedimiento de optimizacién
Tincién Caleulo de N (i)
- dlculo de
Islote humano h°”“°’?a . ) Islote inicial . i 4
endocrina Tipo célula Seleccion  Proposicién nuevo (nimero de células superpuestas)
1=apd aleatoria  ragio y coordenadas -
de célula de centro
Tincién DAPI i
Cogrdt.enjijd.a.s ?ucleo > ° > o — Q —
L. ny it i Cngi
Mediciones
Capacitancia
(electrofisiologia) Distribucién
— de radios b terati
roceso iterativo
Ny o) Radios aleatorios
Centramiento del nucleo
Células superpuestas IHEIENFLE € Posprocesamiento

Figura 7. Reconstruccion de la arquitectura de los islotes humanos: se propone un islote
pancredtico inicial basdandose en los datos experimentales como las coordenadas del ntcleo
de las células, el tipo de célula (a en color rojo, 8 en color verde y d en color azul) y el
radio de la célula. Posteriormente, se calcula el nimero de células superpuestas para el islote
inicial N, (0). En cada iteracion (i), se selecciona una célula aleatoria y se modifican su radio
y coordenadas de centro para generar un nuevo islote ligeramente diferente. Posteriormente
se calcula el nimero de células superpuestas en la iteracién i (N, (i)) y el nuevo islote se
acepta o se rechaza de acuerdo con los criterios preestablecidos en el algoritmo. Finalmente,
una vez que se cumple alguno de los criterio de finalizacion se obtiene un islote optimizado.
Imagen tomada y modificada de: [48].

Félix-Martinez y colaboradores empleando el algoritmo brevemente descrito [48] han re-
construido islotes de humanos y de ratén [51]. Como muestra de los resultados obtenidos
de la implementacion del algoritmo, en la Figura 9 se muestran 4 islotes pancreaticos re-
portados [51], constituidos inicamente de células o y 5. Estos resultados demuestran que el
algoritmo es capaz de reconstruir islotes pancreaticos tomando en cuenta el tamano celular, la
composicién, distribucion y localizacion de las células [51]. En este trabajo se reconstruyeron
28 islotes de humanos (ver seccién 4.1).

3.2. Deteccion de los contactos entre células 3 en los islotes humanos
reconstruidos

Partiendo de las arquitecturas de los islotes humanos reconstruidos computacionalmente
se identificaron y cuantificaron los contactos entre células a (Naq), células a y 8 (Nyg),
células o y 6 (Nug), células 5 (Ngg). Para esto se utilizé el algoritmo implementado en
IsletLab [63], descrito a detalle en [51] (un esquema general del algoritmo se puede observar
en la Figura 15).

Los contactos célula a célula identificados generan una matriz de conectividad cuya diago-
nal principal almacena el tipo celular codificado (a = 11, § = 12) mientras que los elementos
restantes de la matriz A;; (i # j, A;; = Aj;) indican la existencia de contacto entre las células
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Islote 1 Islote 2 Islote 3

— E—  —
50 pm 50 um 50 pm

Islote 4 Islote 5 Islote 6

— — EC——
50 um 50um 50um

Figura 8. Islotes humanos finalizados. Las células o, 3y d se muestran en rojo, verde y azul
respectivamente. Los puntos pirpura y rojo indican la ubicacion del centro y las coordenadas
del nicleo, respectivamente. Imagen tomada y modificada de: [48].

—
— — 50 um B —

50 um 50 um 50pm

Figura 9. Islotes pancreaticos humanos reconstruidos computacionalmente: los islotes estan
compuestos unicamente de células a (rojo) y 5 (verde). Imagen tomada y modificada de: [51].
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iy j del islote, como se ejemplifica en la Ecuacién 1, siendo el valor de los elementos A;;
igual a 1 cuando se detecta el contacto entre las células y cero en caso contrario.

tipo celular  contacto ---  contacto
contacto  tipo celular ---  contacto
(1)
contacto contacto  --- tipo celular

Como ejemplo, supongamos que un islote pancreatico esta constituido solamente de tres
células 3, como se muestra en la Figura 10. Ya que las 3 células del islote hipotético son 3,
y ademas estan en contacto entre ellas, la matriz de conectividad tendra tamano de 3x3 y
tendra en su diagonal principal el valor numérico para el tipo de célula correspondiente (3
= 12), como se muestra en la Ecuacion 2.

Ay A Agg 12 Ay Ay
Aoy Agg Ags | — | A 12 Ay (2)
Asp Asy Asg A Asp 12

Considerando los contactos de la célula 1 del islote ejemplificado en la Figura 10, se
observa que estd en contacto con la célula 2, y por lo tanto el elemento As (al igual que
el elemento Ag;) de la matriz de conectividad tendrd valor de 1. Por su parte, la célula 2
contacto con la célula 3, por lo que los elementos de la matriz Ass y Azs tendran valor de 1.
Finalmente, los elementos A3y v A3 de la matriz de conectividad tendran valor de 1, ya que
la célula 1 y la célula 3 estan en contacto. La matriz de conectividad resultante se muestra
en la ecuaciéon 3.

12 1 A 12 1 Ap
1 12 Ayl — 1 12 1 (3)
A31 A32 12 A31 1 12

Al final del proceso de optimizacién y de la cuantificacién de las interacciones de las
células del islote se obtiene un arreglo de datos o una matriz simétrica como lo muestra la
Figura 10.

Cuando existe n nimero de células pero no todas ellas estan en contacto entre ellas, como
se ejemplifica en la Figura 11, algunos elementos de la matriz tendran valor igual a cero.

En las Figuras 16, 17 y18 se muestran los islotes humanos reconstruidos compuestos por
células a y [ unicamente. Los porcentajes totales de los diferentes contactos (a-a, -5y
a-f3) se presentan en la Tabla 1.

3.3. Simulando la pérdida de células

Tomando en cuenta que la DMT2 puede producir pérdida de masa de células 3, en este
trabajo se consider6 simular dos escenarios diferentes para cada islote. El primero, consi-
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Figura 10. Ejemplo grafico de los contactos entre células S y la matriz de conectividad.

1
5 12 1 0
/ —_— (1121
Q =t O 0 1 12
2 3

Figura 11. Matriz de conectividad cuando no hay contacto entre células 3 en el islote

Tabla 1. Contactos totales célula a célula en los islotes humanos reconstruidos (n = 28)

Noo (%) Nag (%) Ngs (%)  Homotipico (%) Heterotipico (%)  Total (%)

10388 (18.2) 13733 (24.1) 32819 (57.6) 43207 (75.88) 13733 (24.12) 56940 (100)

Datos obtenidos de: [51]

17



derando el 100 % de las células § que conforman los islotes (caso control), y el segundo
simulando la pérdida del 30 % de células (3. Para esto, se eliminaron aleatoriamente el por-
centaje de células [ necesario segin el nimero total de células 8 de cada islote. Con esto, se
obtuvieron arquitecturas alteradas como el ejemplo que se muestra en la Figura 12 A y B.

A

Figura 12. Ejemplo de la arquitectura del islote pancredtico en condiciones normales y
patologicas (células « color rojo y células /5 color verde). A. Islote pancredtico sin pérdida
celular. B. Islote pancreatico con pérdida del 30 % de masa de células (3 (células 5 eliminadas
color gris).

3.4. Analisis cuantitativo de la conectividad de los islotes pancrea-
ticos humanos utilizando teoria de redes

Partiendo de las matrices de conectividad, que como se describi6 en la seccién 3.2 refleja
las conexiones entre células [ de los islotes reconstruidos, se construyeron redes no dirigidas
y no ponderadas, en las que cada célula se considera un nodo de la red y cada contacto célula-
célula un enlace entre los nodos. Ya que el objetivo de este trabajo se centra en el andlisis
de la sincronizacion de la actividad secretoria de las células 3, en este trabajo inicamente se
consideraron las redes compuestas por células /3 tanto para los casos control con el 100 % de
células 8 como para los casos en los que se simulé la pérdida del 30 %. Un ejemplo grafico
de las redes formadas para un islote control y un islote alterado se muestra en Figura 13 A
y B.

Las redes resultantes estan compuestas por N nodos y L enlaces que conectan los nodos,
con un numero maximo de enlaces dado por:

Loz = w (4)
Todas las redes se caracterizan con métricas de redes comunmente utilizadas en diferentes
contextos, utilizadas recientemente por Félix-Martinez y colaboradores para comparar la
conectividad de islotes humanos e islotes de ratén. [51]. Las métricas de redes calculadas en
esta tesis son:
El grado promedio, que se denota por (k), es el niimero promedio de enlaces por nodo
en la red. Dado que k; es el grado del nodo 7, definido como el niimero de vecinos o enlaces
de nodo 7, el grado promedio de la red se calcula como:
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Figura 13. Ejemplo de la conectividad de las células del islote pancreatico en condiciones
normales y patoldgicas. A. Contactos celulares del islote pancreatico con 100 % de masa de
células 5. B. Contactos celulares del islote pancreatico con pérdida del 30 % de masa de
células f.

(k) = =2 (5)

La densidad, denotada por d, es una medida de la conectividad de la red, dada por la
proporcion de contactos de célula a célula en la red a todos los contactos posibles:

L 2L k
Lma:r; N(N - 1) N -1
El coeficiente promedio de agrupamiento o clustering, interpretado como una
medida de interconexion de la vecindad de cada nodo de la red, se calcula como:

(7)

donde Cj es el coeficiente de agrupamiento del nodo i, definido como la fraccion de vecinos
del nodo 7 que estan conectados entre si. Matematicamente, C; se puede calcular como:
T 27;
CZ Tmaz kz(kz - 1) (8)
donde 7; ¥ Tynaz son el nimero de tridngulos incluyendo el nodo 7 y el nimero maximo
de triangulos posibles que podrian incluir el nodo 7, respectivamente. Los nodos con menos
de dos vecinos (por ejemplo k; < 2) fueron excluidos de este célculo.

El nimero de componentes conectados, que indica el nimero de subredes que conforman
la red completa del islote y en este caso puede interpretarse como una medida de segregacion
de las células [ del islote.

Estas métricas nos permiten caracterizar cuantitativamente la conectividad de la arqui-
tectura de los islotes, lo que para este proyecto es de gran importancia para conocer los
efectos de la pérdida de masa de células 5 en comparacion con los casos control, ademas
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de permitirnos interpretar los resultados de las simulaciones funcionales en términos de los
cambios en la conectividad de los islotes.

3.5. Implementacion del modelo de osciladores acoplados de Kura-
moto para simular la secrecion pulsatil de insulina

El modelo de osciladores implementado en este trabajo se basa en la propuesta de Hoang
y colaboradores [49], quienes propusieron un modelo de la secrecién pulsétil de las hormonas
endocrinas pancreaticas basado en dos observaciones principales:

- = -

insulina _-
-

-

-
- -
Il

Figura 14. Organizacién e interaccién de las células 5 pancredticas (en verde): las célula
pancreaticas liberan sus hormonas de forma pulsatil, con un periodo aleatorio en el orden de
minutos y una fase inicial asignada aleatoriamente. Imagen tomada y modificada de: [49].

1. Las células [ de los islotes son osciladores intrinsecos que producen pulsos de insulina.

2. Las células de los islotes interactian con las células vecinas a través de senalizacién
paracrina/autocrina y comunicacién eléctrica directa via uniones comunicantes.

Con base en estos aspectos, Hoang y colaboradores [49] adaptaron el modelo de Kuramoto
[59], modelo ampliamente utilizado en una gran variedad de campos para el estudio de los
fenémenos de sincronizacion de grandes poblaciones de elementos interactuantes. E1 modelo
de Kuramoto, que es lo suficientemente simple como para ser matematicamente manejable,
pero al mismo tiempo suficientemente complejo como para no ser trivial, se compone de n
ecuaciones diferenciales del tipo:

9,‘ = w; + Z Kgio'jsfl:n (92 — 9]) (9)
JEA;
donde, aplicado en el contexto de los islotes pancredticos, §; € Ry o; € {a, f} son la fase
y el tipo de la i-ésima célula entre las N células dentro de un islote y cada célula produce
secrecion de insulina oscilatoria con una frecuencia intrinseca w;.
El segundo término en la ecuacién 9 representa las interacciones de las células j-ésimas
vecinas mas cercanas. El conjunto vecino A; de la i-ésima célula fue determinado a partir de
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las matrices de conectividad obtenidas como resultado del proceso de reconstruccion de las
arquitecturas de los islotes. Por otro lado, el peso de la interaccion entre la célula j-ésima y
la célula i-ésima estd dada por el pardmetro Ko, (en este caso Kgg). Con la finalidad de
evaluar el comportamiento del sistema ante diferentes valores de este pardametro, se llevaron
a cabo simulaciones con diferentes valores del parametro del peso de la interaccion, tomando
valores arbitrarios entre 0 y 500. En términos fisiologicos, esto podria ser interpretado como
un aumento en la sensibilidad a las sefiales paracrinas provenientes de células S vecinas, o
bien, un aumento en la conductancia de las uniones comunicantes entre células (3 en el islote.

Las simulaciones de la secrecién pulsatil de insulina utilizando el modelo de osciladores
acoplados antes descrito se realizé en IsletLab [63], considerando un periodo de oscilacion
promedio de 10 minutos, tiempo al que se evalud la sincronizacion de las secreciones pulsatiles
de las células § (0: desincronizacion total, 1: sincronizacién total). La sincronizacion de las
actividades secretorias de las células [ en los islotes se calculé como:
E;'Vzl (50_7% €i29]-

120,
R, e = S
j=1%0,04

(10)

donde la amplitud R,(0 < R, < 1) mide la coherencia de fase de las células o € a, 3, y
la fase ©, representa la fase media de las células o. La delta de Kronecker, 4, ;, representa
que la j-ésima célula contribuye con d,,, = 1 solo cuando su tipo es o, de lo contrario
000, = 0 [49].

Los osciladores se inicializaron asignando una fase aleatoria inicial entre 0 y 27. Se llevaron
a cabo simulaciones de una duraciéon de 30000 segundos con un paso de tiempo de 0.1
segundos.

3.6. Aspectos computacionales

La reconstruccién de los islotes pancredticos in silico se llevé a cabo en IsletLab [63], es-
crito en C utilizando la biblioteca OpenMP y ejecutado en el clister Yoltla del Laboratorio
Nacional de Cémputo de Alto Desempeno (LANCAD), en la Universidad Auténoma Metro-
politana, Iztapalapa, Ciudad de México, México. Para realizar los calculos se utilizaron nodos
Intel Xeon E5-2670 v2 con 20 procesadores fisicos (20 subprocesos) y 64 memoria RAM GM
DDR3. Las visualizaciones y el postprocesamiento se realizaron en Wolfram Mathematica
12.0 (Champaign, IL (2019). El analisis estadistico se realizé en Graphpad Prism 9.0. El
analisis de redes se realiz6 utilizando la libreria NetworkX en Python 3.0. La simulacién fun-
cional de la secrecion pulsatil de insulina se realizé en IsletLab. El postprocesamiento de los
datos, como el calculo de la sincronizacion, se llevé a cabo en MatLab version R2020b para
Windows (MathWorks Inc., Natick, Massachusetts, U.S.A.). Un panorama general del pro-
ceso computacional de simulacion se muestra en la figura 15. Algunas figuras o ilustraciones
que forman parte de las figuras fueron realizadas mediante BioRender [65].
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Figura 15. Diagrama de flujo general del proceso de simulacion.
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4. Resultados

4.1. Caracteristicas de los islotes pancreaticos reconstruidos

Se reconstruyeron y simularon 28 islotes pancredticos constituidos inicamente por células
a 'y B, tomando en cuenta las interacciones -3 para los analisis posteriores. En la Tabla 2
se muestra el niimero total de células que contienen todos los islotes control reconstruidos,
asi como los valores promedio del radio y volumen de las células que los conforman.

Tabla 2. Caracteristicas basicas de los islotes pancreaticos

Numero de células Radio Volumen
células o células Total
T, (pm) g (pm) (x10%um?®)  (x105um?®)  (x10°um?)
N, (%) Ny (%) Total (%)  n=10879 n=27609  n=10879 n=27609 n = 38488
Humano 10879 (28.3) 27609 (71.1) 38488 (100) Media (SD) Media (SD)
48 (04) 5.3 (0.7) 25 (1.4) 93 (51) 117 (6.5)
Media (IQR) Media (IQR)
47(0.6) 5.1 (0.9) 25 (2.1) 9.3 (95) 118 (11.6)
Chi cuadrada 7968 U=17E7 U =6.6E8 t =4.45 t 3.24 t 2.42
(df = 2) (df = 37.36) (df = 38.73) (df = 43.11)
Valor P <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.001 <0.01 <0.05

No:: niimero de células . NB: nimero de células B. ro: radio células o. vg: radio células  Datos obtenidos
de: [51].

La reconstruccion computacional de los islotes pancreaticos humanos, objeto de estudio
de este trabajo, fue capaz de incluir entre el 99 y 100 % de células identificadas experimen-
talmente, como se muestra en la Tabla 3.

Los 28 islotes pancreaticos de tipo humano reconstruidos se muestran en las Figuras 16,
17 y 18, en donde se pueden observar tanto los islotes con el 100 % de células 5 como los
islotes con pérdida del 30 % de células 3. En color rojo se observan las células «, en color
verde las células 8 y en color gris traslucido las células § eliminadas de la simulaciéon como
consecuencia de la DMT?2. EI namero de células de cada islote tanto en los casos control como
en los casos alterados se muestran en la Tabla 4. Es importante destacar que, las células «
consideraron tnicamente al momento de la reconstruccion de los islotes, lo que nos permitio
determinar los contactos entre células f tomando en cuenta la arquitectura completa de los
islotes humanos estudiados.

Al observar las Figuras 16, 17 y 18, asi como las Tablas 3 y 4, es evidente la variedad de
islotes analizados en cuanto al tamano, morfologia, distribucién celular, etc. Con esto, los
resultados obtenidos reflejan en gran medida las propiedades de conectividad de los islotes
pancreaticos humanos.
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Tabla 3. Estadisticas del proceso de reconstruccion de los islotes humanos

Islote Ny Nop N, % células  Islote Neyp Nope N, o % células

1 2273 2272 1 99.96 15 1850 1849 1 99.95
2 1225 1224 1 99.92 16 847 842 5 99.41
3 1165 1160 5 99.57 17 926 526 0 100.00
4 681 681 0 100.00 18 1482 1475 7 99.53
) 1178 1177 1 99.92 19 1788 1785 3 99.83
6 340 340 O 100.00 20 1503 1499 4 99.73
7 2472 2472 0 100.00 21 1917 1916 1 99.95
8 1831 1831 0 100.00 22 915 914 1 99.89
9 916 916 O 100.00 23 695 694 1 99.86
10 2376 2374 2 99.92 24 2033 2007 26 98.72
11 818 818 0 100.00 25 613 613 0 100.00
12 458 457 1 99.78 26 1531 1530 1 99.93
13 1976 1976 O 100.00 27 1993 1984 9 99.55
14 236 536 0 100.00 28 2620 2620 O 100.00

Negp: ntmero total de células identificadas experimentalmente. Nop:: niimero total de células en el islote
reconstruido. N, = Negpp - Ngpi. % células: porcentaje de células experimentales incluidas en los islotes
reconstruidos computacionalmente. Datos tomados de: [51].

Tabla 4. Numero de células de los islotes pancreaticos control y alterados.

Islote Total « B Bpert Islote Total « B Bpert

1 2272 509 1763 1234 15 1849 329 1520 1064
2 1224 154 1070 749 16 842 96 746 522
3 1160 416 744 521 17 226 63 463 324
4 681 82 599 419 18 1475 293 1182 827
) 1177 417 760 532 19 1785 479 1306 914
6 340 83 257 180 20 1499 317 1182 827
7 2472 1162 1310 917 21 1916 600 1316 921
8 1831 332 1499 1049 22 914 291 623 436
9 916 108 808 565 23 694 119 575 402
10 2374 443 1931 1352 24 2007 848 1159 811
11 818 269 549 384 25 613 261 352 246
12 457 84 373 261 26 1530 431 1099 769
13 1976 605 1371 960 27 1984 902 1082 757
14 536 157 379 265 28 2620 1029 1591 1114

Bpert indica el nimero de células [ restantes al eliminar el 30 % de la células como consecuencia de la DMT?2.
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Figura 16. Islotes pancredticos reconstruidos: 1 a 10 (izq: control, der: alterado)
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Islotes pancredticos reconstruidos: 11 a 20 (izq: control, der: alterado)
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4.2. Analisis de la conectividad de las células [ en los islotes huma-
nos reconstruidos

Los contactos célula a célula considerados en las simulaciones funcionales fueron los (-
B; sin embargo, como se puede observar en la Tabla 5, en el proceso de reconstruccién
se identificaron tres tipos de contactos en los islotes pancredtico. En los islotes control se
obtuvo que el 18.1 % de los contactos son a-a, 57.2 % son -5y 24.7 % son a-3. En los islotes
modificados (con pérdida de células ), el 28.4 % de los contactos fueron a-«, el 44.3% (5-3
y el 27.3% a-f. Debido a la pérdida de células 3 los enlaces a-a aumentaron 56.9 %, los
enlaces (- disminuyeron 22.6 % y los enlaces o~ aumentaron 10.5 %.

Como se mencion6 anteriormente, uno de los objetivos de este trabajo es analizar la
red formada por las células § en los islotes reconstruidos y determinar cuantitativamente el
efecto de la pérdida de masa de células 5. Para esto, se construyeron redes tanto para los
islotes control como para los islotes alterados. En las figuras 19, 20 y 21 se muestran las
graficamente las redes obtenidas.

Las redes de los islotes control estin compuestas, de manera general, por menos com-
ponentes conectados o subredes en comparacién con las redes formadas por los islotes con
pérdida de masa celular (ver Figura 22E). Esto significa que las subredes en los islotes control
estan compuestos por un mayor numero de células conectadas entre si, aunque también se
muestran pequenos cimulos de células e incluso células 3 aisladas. Por su parte, las redes de
los islotes alterados muestran mayor ntimero de grupos de células conectadas entre si, aunque
cada grupo esta constituido por un niimero menor de células, lo que indica que la pérdida
del 30 % de la masa de células 8 produce una segregacion del islote como consecuencia de la
desconexiéon producida por la pérdida de células . Esto también se ve reflejado numérica-
mente en la Tabla 5, donde se puede apreciar en todos los casos la pérdida considerable de
enlaces entre células § (ver también Figura 22A).

De manera local; es decir, célula por célula en la red, la desconexion producida por la
pérdida de masa de células [ se ve reflejada en la disminucién del grado promedio (Figura
22B), lo que indica que en promedio cada célula o nodo de la red tiene un niimero menor de
contactos con sus vecinas.

Como se puede observar en las Figuras 22C y D, la densidad y coeficiente de acoplamiento
no mostraron diferencias significativas entre las redes generadas a partir de los islotes control
y alterados.

4.3. Impacto de la pérdida de células en la sincronizaciéon de la
secrecion pulsatil de insulina en islotes humanos

En la Figura 23 se muestra la sincronizacion alcanzada por las células [ al tiempo ¢t =
30000 segundos para diferentes valores del peso de interacciéon entre las células.

Cuando el peso de la interaccion es cero se observa que tanto islotes control como alterados
alcanzan préacticamente la misma sincronizacién. Sin embargo, para valores del parametro
del peso de interaccion es diferente de cero, los islotes control en todos los casos alcanzaron
una mayor sincronizacion en comparacion con los islotes alterados, incluso para valores bajos
del peso de interaccién (Kgz = 10 o 20, por ejemplo). Esta diferencia es més evidente para
valores mayores del peso de interaccién (i.e. Kz > 50), en donde claramente los islotes
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Tabla 5. Numero de contactos de los islotes pancreaticos reconstruidos: control y alterados.

Control (100% f) Alterado (-30% f3)
Islote Total Naa Nﬁﬁ Na/g Total Naa Nﬁﬂ Na/g
1764 193 1113 458 1045 193 534 318
826 29 688 119 460 29 343 88
1058 246 575 237 699 246 288 165
681 82 599 419 255 13 178 64
594 124 306 164 399 124 164 111
196 22 112 62 120 22 49 49
1063 607 572 424 1191 607 281 303
1504 81 1017 406 869 81 508 280
674 25 533 116 374 25 262 87
1653 120 1087 446 1013 120 578 315
042 73 264 205 336 73 116 147

360 31 246 83 214 31 127 56
1398 245 731 422 877 245 339 293
319 66 179 T4 199 66 84 49

1226 102 843 281 698 102 409 187
623 46 429 148 348 46 192 110
361 19 281 61 195 19 139 37
1331 118 857 356 786 118 420 248
1543 208 819 516 971 208 392 371
1066 94 678 294 660 94 345 221
1315 269 803 243 849 269 416 264

DO N = = b e b e e
m SO0 J0 N W = o ©00 T30k W

22 519 97 304 118 333 97 145 91
23 604 74 449 81 339 74 211 54
24 1938 734 774 430 1445 734 388 323

25 455 168 187 100 327 168 86 73

26 1138 198 690 250 717 198 342 177
27 1729 689 656 384 1281 689 315 277
28 2196 564 1051 581 1500 564 546 390

Nuo: nimero de contactos entre células a. Ngg: nimero de contactos entre células 8. N,pg: nimero de
contactos entre células a y (.
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control alcanzan una mayor sincronizacion. Resulta interesante que la maxima sincronizacién
alcanzada en ambos casos es practicamente independiente del peso de la interaccién para
valores mayores K g = 500.
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®
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g 0.1 = -30%
T
-
o.nIllllllllllllIIIIIIIIIIIIIIIIII
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Parametro de interaccion

Figura 23. Indice de sincronizacién de la secrecién pulsatil de insulina en islotes pancredticos
control (negro) y alterados (magenta).

5. Discusion

En este trabajo se implement6 un modelo computacional de la secrecion pulsatil de insu-
lina en islotes pancreaticos humanos reconstruidos a partir de datos experimentales. En este
sentido, es importante resaltar que el proceso de reconstruccion considerod, en los 28 islotes
reconstruidos, arriba del 99 % de las células identificadas experimentalmente por Hoang y
colaboradores [49]. Esto nos permiti6é detectar los contactos entre las células en islotes su-
mamente heterogeneos en términos de su tamafo, morfologia, distribucién celular, etc. Los
contactos entre células [ detectados sirvieron posteriormente para 1) analizar cuantitati-
vamente la conectividad de las redes formadas por células 5 en los islotes humanos y 2)
simular los efectos de la comunicacion celular en la sincronizacion de la secrecion pulsatil de
insulina. En primer lugar, del anélisis de la conectividad de los islotes se pudo concluir que
la pérdida de masa de células 3, al eliminar enlaces entre ellas, y con esto, una disminucién
en el promedio de conexiones de cada célula en el islote, produce una segregacion que se ve
reflejada en un aumento en el niimero de subredes o componentes conectados en la red de
células 3 de los islotes.

El uso del modelo de osciladores acoplados de Kuramoto permitié determinar las posibles
implicaciones funcionales de la pérdida de masa de células § en la secrecién pulsatil de
insulina en islotes humanos. En un trabajo previo que sirvié como base de este trabajo de
tesis, Hoang y colaboradores [49] implementaron un modelo basado en la misma idea, aunque
con la importante diferencia de que en su caso los islotes utilizados no fueron reconstruidos
con el mismo nivel de detalle que en este trabajo. Las importancia de esto radica en que en
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este proyecto, al considerar el tamano celular reportado experimentalmente, se detectaron
los contactos entre células en los islotes de manera mas realista, parte fundamental para los
resultados de las simulaciones funcionales. Ademaés, el hecho de haber analizado en primer
lugar las propiedades morfologicas y de conectividad de los islotes hizo posible explicar los
resultados de las simulaciones funcionales en términos de las caracteristicas estructurales de
los islotes humanos.

De acuerdo con las simulaciones realizadas, la disminucién de la sincronizacion de la
secrecion pulsétil de insulina como consecuencia de la pérdida del 30 % de la masa de células
[ se debe a la pérdida de conectividad a nivel local, lo que produce una desconexion y
segregacion de las células 3 en el islote, y que finalmente evita la interaccién entre las células
en diferentes regiones del islote y con esto, previene la sincronizacion. En términos fisiologicos,
la caida de la sincronizaciéon de la secrecion pulsatil de insulina en los islotes, podria generar
la alteracion en la pulsatilidad de la insulina plasmatica observada en personas con diabetes
tipo 2.

6. Conclusiones

Los analisis y simulaciones realizadas en este trabajo nos permite concluir lo siguiente:

1. La reconstrucciéon computacional de los islotes pancreaticos humanos hizo posible la
caracterizacion morfolégica y de conectividad de los islotes, importante para explicar
las implicaciones funcionales de la pérdida de masa de células .

2. El analisis de la conectividad de las células [ en los islotes pancreaticos humanos
utilizando teoria de redes permite evaluar cuantitativamente los efectos de la pérdida
de masa de células £.

3. La pérdida del 30 % de la masa de células [ reduce la conectividad entre las células 3
del islote en aproximadamente 48 % con respecto a los islotes control.

4. La pérdida del 30% de la masa de células  reduce considerablemente el niimero de
contactos entre células 3 en los islotes humanos, produciendo una mayor segregacion
de las células 3.

5. La pérdida del 30 % de la masa de células 3 produce una disminucién en la sincroni-
zacion de la secrecion pulsatil de insulina en islotes humanos independientemente del
peso de la interaccién entre las células 5 del islote.

7. Perspectivas

Este trabajo, basado en la reconstruccion computacional de islotes pancreaticos humanos
partiendo de datos experimentales y la implementacion de un modelo de osciladores acoplado
para la simulacién de la secrecion pulsatil de insulina constituye un avance relevante en el
campo del modelado de las interacciones intercelulares en los islotes pancreaticos. Sin em-
bargo, este trabajo puede ser complementado en trabajo futuro con aspectos no considerados
como:
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Considerar las interacciones entre células a y § en el modelo de osciladores acoplados.
Ampliar las simulaciones a islotes con los tres tipos celulares «, 8y §.

Implementar un modelo electrofisiologico detallado de la actividad eléctrica de las
células (3, y en su caso, de las células a y 0 para considerar explicitamente los efectos
de la pérdida de masa de células 3 en el papel de la funcién celular.

Evaluar computacionalmente otras alteraciones producidas por la DMT2.

Validar experimentalmente los resultados obtenidos en este proyecto.
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