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RESUMEN

La deficiencia de insulina es uno de los eventos tempranos en la patogénesis de la diabetes
mellitus tipo 2 (DMT2), debiéndose probablemente a una disfuncionalidad en la capacidad
secretora de la célula B pancredtica, asi como a una pérdida de la masa de este tipo celular. A
este respecto, se ha demostrado que la exposicion crdonica a acidos grasos libres provoca la
muerte de la célula B, pudiendo contribuir en el desarrollo de DMT?2. Varias investigaciones
sugieren que el estrés de reticulo endoplasmético es uno de los principales mecanismos
subcelulares que subyacen al fallo funcional de la célula . Los estudios sugieren que la hormona
sexual 17B-estradiol, producida mayoritariamente en el ovario, contribuye a la preservacion de
la liberacion de insulina en estados prediabéticos.

El trabajo de investigacion propuesto se centrard en el estudio del papel que tiene la sefializacion
estrogénica en la preservacion de la célula B pancreatica cuando esta expuesta a un medio con
una concentracion elevada de acidos grasos libres, asi como otros estimulos nocivos que
perjudican la viabilidad de la célula B y la secrecion de insulina.

Palabras Clave: Células beta, Receptores de Estrogenos, Palmitato, Viabilidad celular, Estrés

de Reticulo Endoplasmadatico
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ABSTRACT

Insulin deficiency is one of the early events in the pathogenesis of type 2 diabetes (T2D),
probably being due to a dysfunction in the secretory capacity of pancreatic 3 cell, and a loss of
mass of this cell type. In this regard, it has been shown that chronic exposure to free fatty acids
causes the death of the B cell might contribute to the development of T2D. Several studies
suggest that endoplasmic reticulum stress is a major subcellular mechanisms underlying
functional failure of B cell. Studies suggest that 17p-estradiol sex hormone produced mainly in
the ovaries, contributes to the preservation of insulin release in prediabetic states.

The proposed research work will focus on the study of the role of the estrogen signaling in the
preservation of pancreatic § cell when exposed to an environment with a high concentration of
free fatty acids and other noxious stimulus that damage the viability of the B cell and insulin.
Keywords: Beta cells, Estrogen Receptors, Palmtiate, Cell Viability, Endoplasmic Reticulum
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ABREVIATURAS

ADP: Adenosine Diphosphate. Adenosin Difosfato
AGL: Acidos grasos libres

AMPc: Adenosin Monophosphate ciclic. Adenosin
Monofosfato Ciclico

ATF4: Activating transcription factor-4. Factor 4
activador de la transcripcion.

ATF6: Activating Transcription Factor 6. Factor de
transcripcion activador 6

ATP: Adenosine Triphosphate. Adenosin Trifosfato

BSA: Bovine Serum Albumin. Albumina de suero
bovino

[Ca®"]i: Concentracion de Calcio Intracelular

CHOP: Proteina homologa a C/EBP; C/EBP
homologous protein

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium
DMSO: Dimetilsulféxido

DMT1: Diabetes Mellitus Tipo 1
DMT2: Diabetes Mellitus Tipo 2

DPN: Diarylpropionitrile. Diarilpropionitrilo
E1: Estrona

E2: 17-B-Estradiol

E3: Estriol

elF2a: Eukaryotic Initiation Factor 2. Factor de
iniciacion eucariota 2

ER: Estrogen Receptor. Receptor de estrogenos

ERAD: Endoplasmic reticulum-associated degradation.
Sistema de degradacion de proteinas asociado al reticulo
endoplasmatico.

ERE: Estrogen Response Element. Elementos de
respuesta a estrogenos

ERa: Estrogen Receptor Alpha. Receptor de
Estrogenos Alfa.

ERB: Estrogen Receptor Beta. Receptor de
Estrogenos Beta

FBS: Fetal Bovine Serum. Suero fetal bovino

GK: Glucokinase. Glucoquinasa

GLUT-2: Glucose Transporter.Transportador de
Glucosa

GPER/GPR30: G protein-coupled  estrogen
receptor 1. Receptor de estrogenos acoplado a
proteina G

GRP78/BIP: Glucose related protein 78/binding
immunoglobulin protein. Proteina relacionada con la
glucosa/proteina de union a inmunoglobulinas

HSP: Heat shock protein. Proteina de choque
térmico

IRE1: inositol-requiring protein-1. Proteina-1 que
requiere inositol

JNK: c-Jun N-terminal kinase. Quinasa del dominio
N-terminal de c-Jun

K rp: ATP - sensitive potassium channel. Canal de
potasio dependiente de ATP.

MAPK: Mitogen-activated protein kinase. Proteinas
quinasas activadas por mitégenos

MNAR: Modulator of non-genomic activity of
estrogen receptor. Modulador de la accién no
genomica del receptor de estrogenos

MTT:Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol N-terminal.

PBS:Phosphate Buffered Saline. Solucién salina
tamponada con fosfato

PERK: Protein kinase RNA-like endoplasmatic
reticulum kinase

PPT: Propyl pyrazole triol. Propil-pirazol-triol
RE: Reticulo endoplasmatico
RER/REL: Reticulo Endoplasmatico Rugoso /

Reticulo Endoplasmatico Liso

ROS: Reactive oxygen species. Especies reactivas de
oxigeno

S1P/S2P: Site-1 protease/Site-2 protease.. Proteasa
de sitio 1/Proteasa de sitio 2

SRC: Tirosina quinasas no receptoras

UPR: Unfolded Protein Response. Respuesta a
proteinas mal plegadas

XBP1: X-Box Binding Protein 1. Proteina de unioén
a la secuencia 1.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1. La célula beta pancreatica

La célula 3 es la poblacion celular mayoritaria del islote de Langerhans, constituyendo el 75%
del islote. Su principal funcion es la secrecion de insulina en respuesta a niveles elevados de
glucosa en sangre. Dicha secrecion es modulada por concentraciones variables de glucosa
extracelular por medio de un proceso en el que participan el metabolismo de la glucosa, varios
tipos de canales i6nicos, la actividad eléctrica de la membrana plasmatica y la maquinaria de
exocitosis. El objetivo de la actividad eléctrica de la célula § pancredtica es la generacion de la
sefal intracelular necesaria para iniciar y modular la exocitosis de los granulos de insulina.
Ademas, otras vias de sefalizacion intracelular pueden intervenir en el mecanismo de liberacion

de insulina.

1.1.1. Secrecion de insulina inducida por glucosa

La glucosa que llega a los islotes es transportada al citosol de las células gracias al transportador
especifico de baja afinidad y alta capacidad llamado GLUT-2, lo que permite que se alcance un
rapido equilibrio entre las concentraciones intra y extracelulares de glucosa. Una vez en el
citosol, la glucosa es fosforilada por la hexoquinasa IV, también llamada glucoquinasa (GK)
quedando atrapada en el interior celular. Su metabolismo por la via glucolitica causa un aumento
intracelular del cociente ATP/ADP (Adenosina Trifosfato/ Adenosina Difosfato), y de los
diadenosinpolidifosfatos®, lo que cierra los canales de potasio dependientes de ATP (Katp).
Estos canales son los responsables de mantener el potencial de reposo de la célula*'’. El nimero
de Karp cerrados con concentraciones de glucosa superiores a 5-7mM es suficiente para alcanzar
el umbral de despolarizacion de la membrana plasmatica y generar actividad'.

La despolarizacion de la membrana provoca la apertura de los canales de calcio dependientes
de voltaje de la membrana plasmatica de las células, lo que a su vez conlleva un aumento en la
concentracion de calcio intracelular ([Ca2+]i). Este aumento en la [Ca’']; desencadena la
exocitosis a través de la activacion de proteinas quinasas que interaccionan con componentes de
la maquinaria microtubular/exocitica. Durante este proceso se libera el contenido de insulina de
las vesiculas al medio extracelular y la hormona alcanza el torrente sanguineo, donde acttia sobre

. . . . 1 .
las dianas tisulares comunicando la presencia de glucosa en la sangre' > (Figura 1).
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Figura. 1 Mecanismo de la secrecion de insulina inducida por glucosa. Tras la elevacion de
la concentracion de glucosa extracelular, ésta entra a través del transportador GLUT-2 a la célula
B y se metaboliza de forma secuencial. A continuacion, se produce la elevacion de la relacion
ATP:ADP en el citosol, lo cual cierra los canales de K sensibles al ATP (Katp) y conduce a la
despolarizacion de la membrana, la activacion de los canales de Ca”* dependientes de voltaje,
entrada de Ca®"y, finalmente, la elevacion de la concentracion Ca”" intracelular ([Ca*'];), lo que
desencadena la exocitosis de la insulina. La reduccion de la salida de K + se indica por la

ausencia de flecha de trazos a través del canal.

1.2. Estrogenos

Los estrogenos son un tipo de hormonas esteroideas que derivan del estrano (18C), maés
especificamente pertenecen al grupo de los esteroides sexuales. Son sustancias lipofilas, que

. , . , 41
difunden facilmente a través de las membranas™ .

Los estrogenos naturales han sido definidos como las hormonas femeninas mas importantes
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debido a que desempefian un papel clave en el desarrollo de los caracteres sexuales femeninos,
como el crecimiento de las mamas, aumento de tamafo de las trompas de Falopio y
engrosamiento del epitelio vaginal promoviendo el crecimiento y mantenimiento del sistema
reproductor femenino® *°. Ademas afectan a la distribucion de la grasa, causan aumento de peso

e inducen la secrecion por parte de las glandulas sebaceas, entre otros®.

Durante los afios reproductivos, la mayor parte del estrégeno en las mujeres proviene de la
secrecion de estradiol por parte de los ovarios, aunque también existe una fuente importante de
estrogenos que proviene de la conversion extraglandular de androstendiona en estrona y, en
menor medida, de la conversién de testosterona y estrona en estradiol”. Los estrogenos
sintetizados en las glandulas adrenales y en los testiculos también participan en el desarrollo

sexual masculino®’.

Esta conversion de andrégenos en estrogenos se denomina aromatizacion y se observa en varios
tejidos poseedores de la enzima P450 aromatasa. Esta enzima se expresa en placenta, ovarios,
testiculos, cerebro, musculos, piel, adipocitos y células epiteliales de la estroma mamaria®. Los
tejidos muscular y adiposo constituyen los sitios de aromatizacion principales, siendo el tejido
muscular el que presenta una mayor actividad de aromatizacién extraglandular. Sin embargo,
en situaciones en las que aumenta la presencia de tejido adiposo como en la obesidad, los

. . . ’ . . 7 7 4
adipocitos se asocian con un mayor indice de aromatizacion que las células musculares®.

Aunque se sintetizan diversos estrogenos durante toda la vida, el mas importante y potente de
los estrogenos secretados por el ovario es el 17-f3 estradiol (E2). Ademas de su papel clave en
el desarrollo y mantenimiento de la funcién sexual y reproductiva, se sabe que E2 ejerce un
gran numero de acciones en otros sistemas tales como hueso, higado, cerebro, pancreas

endocrino, tejido adiposo, sistema esquelético, muscular y cardiovascular * (Figura 2)

HO

Fig 2. Estructura quimica del 17-f estradiol. (Realizada con ChemDraw Professional)
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Igualmente, existen dos metabolitos del E2 que son importantes en mujeres: la estrona (E1), el
estrogeno dominante a partir de la menopausia® y el estriol (E3), el estrogeno mayoritario en
la orina. Aunque son ligandos de alta afinidad son agonistas mucho mas débiles de lo receptores
de estrégeno. Se pensaba que estos metabolitos eran inactivos, pero evidencias recientes

. ., . , e 4 D
sugieren que también pueden tener funciones especificas de tejido™.

1.3. Receptores de Estrogenos

La sefializacion celular de los estrogenos esta mediada a través de dos receptores de estrogenos
(ER), ERa (NR3A1) y ERP (NR3A2), cada uno de los cuales tiene multiples isoformas y
exhiben funciones y patrones de expresion de tejido distintos*®. Ambos ER pertenecen a una
superfamilia de receptores nucleares (NR) que incluye el receptor de glucocorticoides,
mineralocorticoides, vitamina D, progesterona, hormona tiroidea, andrégenos, acido retinoico
y acido 9-cis retionoico. Estos receptores son factores de trascripcion que se activan tras la union

a su ligando, produciendo efectos genémicos a largo plazo™ (Figura 3)

[A/B C D E F]

AF-1 DNA Ligand AF-2

Figura 3. Representacion esquematica de la distribucion en dominios de los ER. En el
esquema se muestra la distribucion en dominios de los receptores de estrogenos, asi como las
regiones mas importantes. El dominio A / B en el extremo NH; contiene el sitio de AF-1 donde
interactian otros factores de transcripcion. El dominio C/ D contiene la estructura de dos dedos
de zinc que se une a ADN, y el dominio C / F contiene el bolsillo de unién a ligando, asi como
el sitio AF-2 donde se unen los coactivadores. (Tomado de Nilsson S et al. Mechanisms of

Estrogen Action. Physiol Rev. 2001 American Physiological Society;81(4):1535-65.)

Al igual que otros miembros de la familia NR, los ER contienen distintos dominios conservados
evolutivamente. En general, los receptores de hormonas presentan 6 dominios (A-F) con distinta
funcion. Los extremos NH, y COOH terminales, A/B y E/F respectivamente, son el lugar donde
interactiian factores de transcripcion. El dominio més conservado es el dominio de union al
ADN (Dominio C), involucrado en el reconocimiento y unién al ADN, mientras que la union
del ligando se produce en el dominio E. En el dominio D se sitian sefales de localizacion
nuclear y union de factores de transcripcion. El dominio NH,-terminal (A/B) no se conserva y

representa el dominio més variable tanto en secuencia y longitud. Ambos ER presentan



INTRODUCCION

. . . 20. 34
afinidades similares para E2 y se unen a los mismos elementos de respuesta a ADN*"?

Desde el punto de vista del mecanismo clasico, E2 se une a los receptores de estrogeno (ERa o
ERp). Los ER inactivos estan asociados a varias chaperonas (heat shock protein) como Hsp90
y Hsp56 formando un complejo. Al unirse a su ligando, se disocia de estas chaperonas y el
receptor forma dimeros interaccionando directamente con una secuencia especifica en el ADN
o con elementos de respuesta a estrogenos (ERE) a través del dominio de union al ADN, o
indirectamente uniéndose a otros factores de transcripcion. En consecuencia, el proceso de
transcripcion es activado al formarse el complejo de iniciacidon de la transcripcion que incluye

diferentes cofactores y proteinas reguladoras de la transcripcion® '* 2% ** (Figura 4).

015)3
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Figura 4. Via Clasica del estradiol. Esta via estd mediada por la transcripcion de genes
mediante la activacion de los receptores de E2 (ER) ubicados en el nucleo, que se unen al
elemento de estrogeno-respuesta (ERE) de los promotores de genes e inducen la transcripcion

de genes. Modificada de Nadal A et al. 2001 ¥’
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1.3.1. Efectos rapidos de los estrogenos por vias alternativas

Las funciones reproductivas estan mediadas principalmente por la via clasica de ER nucleares
que actuan como factores de transcripcion activados por ligando. Estos mecanismos son lentos,
pudiendo existir una demora entre la unién de la hormona con el receptor y los primeros efectos
medibles. Esta demora suele ser de al menos 20-30 minutos, aunque puede alargarse hasta 90

. 4,41
mlnutos3 ’

En los ultimos afios, se ha descubierto la existencia de sitios de union para estrogenos en la
membrana plasmatica que permiten el inicio de respuestas no gendmicas rapidas. E2 puede
activar sefiales que actian en cuestion de segundos o minutos a través de estos ER extranucleares

asociados a membrana.

ERa y ERP estan localizados en la caveloa, donde se asocian con otras moléculas de
sefializacion, facilitando de ese modo la interaccion y sefializacién intracelular rapida®®. Esta
sefializacion se lleva a cabo mediante la modulacion de cascadas de sefializacion intracelular,
incluyendo PI3K, MAPK / ERK, ciclicomonofosfato de adenosina (AMP() y otras proteinas

quinasas® (Figura 4).

Estas proteinas sefial a las que se ascocian incluyen las proteinas G, los receptores del factor de
crecimiento, tirosina quinasas (SRC), el Modulador de la accion no genémica del ER (MNAR),
y los receptores acoplados a proteinas G. Este complejo multiproteico proporciona las
interacciones necesarias para activar estas sefiales rapidas de E2. Sin embargo, también pueden
modular la expresion génica y por lo tanto la produccion de proteinas®. Ademas de la rapidez
con la que se producen los nuevos efectos de los estrogenos, la participacion de la via gendmica

puede ser descartada inhibiendo la sintesis de ARN y de proteinas.

Por otra parte, la existencia de un receptor en la membrana plasmaética puede corroborarse con
la utilizacion de estrogenos unidos a macromoléculas, como albumina de suero bovino (BSA)
o peroxidasa, ya que esto imposibilita su paso a través de la membrana plasmatica por su gran

~ . . . , . 4
tamafio, no pudiendo ejercer su efecto intracelular sobre los receptores clasicos”.

A pesar de los numerosos ejemplos de interaccion de los estrogenos con un receptor de

membrana, se desconoce la naturaleza de dicho receptor. En algunos tipos celulares parecen ser
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los propios receptores de estrogenos intracelulares clasicos expresdndose en la membrana
plasmatica, mientras que en otros casos parece tratarse de otro receptor sin relacion alguna con
los receptores de estrogenos clasicos®. Un ejemplo es el receptor GPR30, también conocido
como receptor de estrégeno acoplado a proteina G 1 (GPER), que responde a estrogenos
mediante la sefializacion celular rapida. Se ha mostrado que GPR30 se expresa en los islotes de

ratones y humanos, asi como en la linea de células p de raton MING™.
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Figura 4. Via No Clasica. ERa y ERf se localizan en la caveloa, donde se asocian con otras
moléculas de sefializacion, facilitando de ese modo la interaccion y sefializacion intracelular

rapida, ademas de poder modular la expresion génica.

1.3.2. Papel Fisiolégico de los Receptores de Estrogenos

Los ER controlan una amplia variedad de procesos fisiologicos, y estan implicados en
numerosas enfermedades. A continuacién se presentan algunas de las principales areas de

participacion de estos:

e Sistema Cardiovascular: En numerosos estudios se ha relacionado el nivel de

estrogenos con una proteccion frente a enfermedades cardiovasculares en mujeres.
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Existen varios enfoques que tratan de explicar el modo en el que los estrogenos
proporcionan esta proteccion cardiovascular. Uno de estos enfoques esta relacionado en
como los estrogenos participan en el metabolismo de las lipoproteinas. Otros efectos de
los estrogenos estan relacionados con el proceso de hemostasis, la liberacion de factores
relajantes en las células endoteliales y efectos directos sobre receptores de membrana

, . 1
del musculo liso vascular'.

Sistema nervioso central: Los estrogenos pueden ejercer efectos en el cerebro,
incluyendo la funcién cognitiva, la coordinacion del movimiento, dolor y
neuroproteccion. Estudios clinicos recientes han demostrado el efecto protector de los
estrogenos frente a diversas enfermedades neurodegenerativas. Se han descrito diversos
mecanismos por los que los estrogenos pueden proporcionar neuroproteccion en
enfermedades como el Alzheimer y Parkinson, a través de la reduccion del estrés
oxidativo, aumentando el flujo sanguineo cerebral, y aumentando el transporte de

1
glucosa'®.

Sistema esquelético. Los estrogenos tienen un papel importante en el metabolismo 6seo
y la homeostasis, produciendo efectos significativamente beneficiosos sobre el
crecimiento del esqueleto y la maduraciéon de los huesos®. Tanto la osteoporosis
temprana como la tardia son causadas por un aumento de la resorcion Osea tanto en
mujeres como en hombres, la cual se asocia con una deficiencia de estrogenos. Los
estrogenos reducen la resorcion 6sea y promueven la formacion de hueso, facilitando su

mineralizacion™.

Tejido Adiposo. El tejido adiposo blanco se considera un érgano endocrino por su
capacidad para almacenar y metabolizar las hormonas. Los estrégenos regulan tanto el
metabolismo como la localizacion del tejido adiposo blanco y tienen un papel clave en
la adipogénesis, la deposicion de tejido adiposo, lipogénesis, lipolisis, y la proliferacion
de adipocitos'®. Un exceso de acumulacién de tejido adiposo en la region central del se
correlaciona con un mayor riesgo de trastornos, incluyendo diabetes tipo 2,

hiperlipidemia, hipertension, y la aterosclerosis>’.



INTRODUCCION

1.3.3. Receptores de estrogeno en la célula

El 17-p estradiol es una hormona pleiotropica que junto con los receptores de estrogeno ejerce
cierto control sobre la homeostasis glucémica. Desde hace mucho tiempo se conocen efectos
estrogénicos sobre diversos aspectos fisiologicos de los islotes de Langerhans y se considera un
regulador de las funciones de las células  pancreaticas. En roedores, el tratamiento con E2
protege a la célula B pancreatica contra varias lesiones asociadas tanto a la diabetes mellitus tipo
1 (DMTI1) como a la diabetes mellitus tipo 2 (DMT?2). Estas lesiones incluyen el estrés

oxidativo, la lipotoxicidad, y la apoptosis®.

En los seres humanos, E2 invierte el efecto de la menopausia en el metabolismo de la glucosa y
la insulina, lo que resulta en un aumento de la secrecion de insulina pancreatica, asi como la

mejora de la sensibilidad a insulina’*®.

Estudios en ratones han sugerido que una exposicion a E2 a largo plazo aumenta el contenido
de insulina, la expresion del gen de la insulina y la liberacion de insulina sin modificar la masa
de células B. También se ha comprobado que E2 aumenta de forma aguda la secrecion de
insulina estimulada por glucosa a concentraciones fisioldgicas a través de la accion del ERa
tanto in vitro como in vivo™ **. Ademas, se ha demostrado que E2, actuando principalmente a
través de este receptor, protege las células B pancreaticas de apoptosis inducida por estrés
oxidativo en ratones. A pesar de que ERa parece ser el subtipo dominante para transmitir la
respuesta estrogénica en el pancreas, el papel de ER también podrian ser importante. Ratones
deficientes en ERa han mostrado hiperplasia leve de los islotes y retraso en la primera fase de
la liberacion de insulina’. A diferencia de los receptores de estrogenos nucleares clasicos que
actuan activados por ligando, en las células 3 los receptores residen principalmente en lugares

2
extranucleares®.

1.4. El Reticulo Endoplasmatico

El reticulo endoplasmatico (RE) es un organulo presente en la mayoria de tipos celulares de los
organismos eucariotas que consiste en una red de membranas denominadas cisternas, que son

una prolongacion de la membrana externa que rodea el nucleo celular.
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Existen dos tipos de RE: el reticulo endoplasmatico rugoso (RER) y el reticulo endoplasmatico
liso (REL). Ambas formas comparten tres funciones principales: sintesis, almacenamiento y
transporte de biomoléculas, pero es el REL el encargado de la sintesis de acidos grasos,
esteroides y lipidos. Es aqui donde se transforma el colesterol en hormonas esteroideas. El ERL
también presenta algunas funciones especificas de tejido: en las células del rifion y del higado
participan en la detoxificacion de productos metabolicos de desechos, farmacos y alcohol al
contener grandes cantidades de citocromo P450; en el musculo, se conoce como reticulo
sarcoplasmico y se encarga del almacenamiento y liberacion de iones de calcio (Ca*") necesarios
para la contraccion muscular. El RER se encarga de la sintesis y plegamiento de proteinas. Las
modificaciones de estas proteinas tienen lugar en el interior del RER, conocido como lumen o

luz del reticulo®.

El lumen del RE es un entorno unico, que contiene la mayor concentracion de Ca®” dentro de
la célula debido al transporte activo de iones de calcio por las Ca*" ATPasas. El lumen presenta
un ambiente oxidativo, crucial para la formacion de enlaces disulfuro y el plegamiento
apropiado de las proteinas. Debido a su papel en el plegamiento de proteinas y el transporte, el
RE también es rico en chaperonas dependientes de Ca®", como Grp78, Grp94 y calreticulina,

que estabiliza los intermedios de plegamiento de proteinas®.

1.4.1. Estrés del Reticulo Endoplasmatico

Como hemos comentado anteriormente, la luz del reticulo presenta un entorno oxidativo y
unico, lo que conduce a que el RE sea altamente sensible a situaciones de estrés que perturben
los niveles de energia celular, el estado redox, la falta de glucosa o la concentracion de Ca®"
Tales tensiones reducen la capacidad del RE para plegar proteinas , lo que resulta en la
acumulacion y agregacion de proteinas no plegadas, una condicidon conocida como estrés del
RE. Esta agregacion de proteinas es toxica para las células y muchas enfermedades estan

. . . . . 4
relacionadas con dicho proceso, incluyendo enfermedades neurodegenerativas y diabetes™.

Cuando la capacidad del ER para plegar proteinas correctamente se ve comprometida, se activa
la respuesta a estrés (Unfolded Protein Response, UPR), altamente conservada en mamiferos.
La UPR detiene la sintesis proteica mientras que la regulacion positiva de chaperonas del RE y

otros componentes reguladores de la via secretora dotan a la célula de una oportunidad de para
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restaurar la homeostasis. Sin embargo, si el dafio es demasiado fuerte y la situacion no puede

ser corregida, la UPR iniciara la apoptosis®.

1.4.2. La Respuesta a Estrés (UPR)

Una serie de condiciones tales como la homeostasis alterada de lipidos, la perturbacion de la
sefalizacion de calcio, el estrés oxidativo, la inhibicion de la glicosilacion y el aumento de la

sintesis de proteinas pueden causar estrés del RE y activar la UPR.

La UPR se caracteriza por la disminucidn de la traduccion proteica, el aumento de la expresion
de las chaperonas, que promueven el plegamiento correcto de las proteinas y la activacion de un
sistema de degradacion de proteinas asociado al RE (Endoplasmic reticulum-associated
degradation, ERAD). Estos tres mecanismos disminuyen el riesgo de errores en el plegamiento
de las proteinas. El principal objetivo de la UPR es disminuir el estrés de reticulo, reduciendo

la cantidad de proteinas mal plegadas y restablecer asi la funcion normal del RE.

En los mamiferos, existen tres proteinas transmembrana del reticulo endoplasmatico, la quinasa
PERK, la quinasa IRE1 y el factor de transcripciéon ATF6, que responden a la acumulacion de
proteinas desplegadas en el lumen. Estas proteinas transmembrana se encuentran en un estado
inactivo al estar asociadas a la chaperona GRP78/BiP Esta chaerpona reside en el RE y presenta
una doble funcion: la regulacion del plegamiento de proteinas y la activacion de la UPR ante
estrés de RE. Cuando se acumulan proteinas desplegadas, GRP78 se disocia de estos receptores

y pasan a su estado activo, lo que conduce a la activacion de la UPR* (Figura 5).

PERK se disocia de GRP78/BIP y se dimeriza. El dimero PERK fosforila al factor de iniciacion
eucariota 2 (elF2a) para disminuir la traduccion general de proteinas y disminuir la carga de
proteinas que llegan al RE. elF2a fosforilado también estimula la traduccion selectiva de ATF4,
que permite de nuevo la sintesis proteica algunas horas después del estrés. ATF4 también induce

la expresion de CHOP, una sefial pro-apoptotica'”.

En respuesta al aumento de proteinas mal plegadas en el RE, GRP78/BIP se disocia de IRE1 y
éste se dimeriza. IRE1 procesa el ARN mensajero (ARNm) del factor de transcripcion XBP1
generando un ARNm maduro (XBP1s). XBP1Is es translocado al ntcleo y se une a promotores

. . . 14
de genes que codifican chaperonas y enzimas involucradas en el proceso de ERAD .
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Al disociarse ATF6 de GRP78, ATF6 viaja al aparato de Golgi para ser procesado por las
enzimas S1P y S2P, produciendo asi un factor de transcripcion activo. El fragmento ATF6 N-
terminal, pATF6 (N), induce la transcripcion de chaperonas del RE, como GRP78/BiP.

, . . ., . . 44. 14
Ademas, induce la activacion transcripcional de XBP1 y chaperonas™

El resultado de la respuesta a estrés es la atenuacion de la traduccion de proteinas, el aumento
de la transcripcion de chaperonas y la capacidad de plegado del reticulo asi como la degradacion
de proteinas mal plegadas. Cuando esta respuesta no es suficiente, el estrés del RE induce la
activacion de sefales de muerte celular programada, la mas estudiada de las cuales es la

apoptosis™.

1.4.3. Apoptosis promovida por estrés del RE

En condiciones de estrés cronico o prolongado la respuesta a estrés conduce a la célula a una
muerte por apoptosis. La sefializacion a través de la via PERK-ATF6-IRE1 puede desencadenar
sefales pro-apoptoticas durante un estrés de RE prolongado. ) La apoptosis inducida por estrés
del RE implica varios mecanismos que incluyen la activacion de caspasas, quinasas (JNK) y

factores de transcripcion de la apoptosis (CHOP)™ '* (Figura 5).

JNK son un conjunto de enzimas quinasas activadas por mitogenos (MAPK) que responden a
una gran variedad de sefiales de estrés como radiacion ultravioleta, choque térmico y estrés

r . . . . 1
osmotico que se encuentran implicadas en procesos de apoptosis®'.

CHOP es una proteina homologa a C/EBP que se encuentra en el citosol a niveles muy bajos en
una situacion normal. Sin embargo, se expresa fuertemente en situaciones de estrés en una
amplia variedad de células y se acumula en el nacleo. El gen CHOP fue identificado durante la
busqueda de genes inducidos por estrés genotoxico como la radiacion UV y agentes alquilantes
como el metanosulfonato de metilo. En estudios posteriores se observo que CHOP también era
inducido por el agotamiento de nutrientes tales como la escasez de glucosa y aminoacidos Otro
inductor potente de CHOP es la tapsigargina, que promueve el estrés de RE por el agotamiento
de las reservas de Ca”" y ditiotreitol, que interrumpe la formacion de enlaces disulfuro, alterando
fuertemente las funciones del RE*’. CHOP puede ser inducida por ATF6, XBP1y PERK, pero
la via PERK-elF2a es dominante.
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Figura 5. Respuesta a estrés del RE. En el estado fisiolégico normal, las tres proteinas
transmembrana permanecen inactivas debido a su union con la chaperona GRP78/BiP. En
respuesta a estrés, GRP78/BiP se dosicia de los transductores de estrés de RE y se produce la
activacion de la UPR. El objetivo de la respuesta a estrés es restaurar la homeostasis del RE.
Cuando el estrés de RE es prologando y/o excesivo, se desencadenara la apoptosis a través de

JNK y CHOP. Modificado de Szegezdi et. Al. (2006)*

1.4.4. El Reticulo Endoplasmatico en células beta

Las células B presenta un reticulo endoplasmatico altamente desarrollado, lo que refleja su papel
en la secrecion de grandes cantidades de insulina y diversas glicoproteinas. Los niveles de
expresion de IRE1 y PERK en este tipo celular son bastante altos, lo cual refleja la alta

participacion en la secrecion proteica. En estudios con ratones genéticamente modificados que
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tenian la via PERK-elIF2 inactivada y seres humanos que carecen del receptor PERK se observo
que las cé€lulas  eran mas susceptibles al estrés del RE, muestra muerte de células y desarrollo
de hiperglucemia progresiva con el envejecimiento. Por lo tanto, las células 3 pueden sufrir de
estrés del RE incluso bajo condiciones fisiologicas y la alteracion en la respuesta al estrés del
RE conduce a la apoptosis. La apoptosis de célula 3 pancredtica inducida por 6xidos de
nitrogeno es CHOP-dependiente, lo que también implica estrés de RE como causante de la

4 44,4
muerte de células p°% **+*.

Se ha postulado que el estrés del RE es el resultado de la mayor demanda de biosintesis inducida

. . , . . , . , 4
por la hiperglucemia crénica, AGL elevada, y el exceso de nutrientes crénico en la célula p.*’

1.5. La célula beta y acidos grasos libres

La célula B puede importar &cidos grasos a través de la difusion simple a través de la membrana
plasmatica a o por medio de transportadores de 4cidos grasos. Una vez dentro de la célula, los
acidos grasos se utilizan como combustible o como intermediarios en el metabolismo de
triglicéridos, fosfolipidos, esfingolipidos y colesterol. Cuando la célula B esta expuesto de forma
aguda a los acidos grasos, la secrecion de insulina estimulada por glucosa aumenta. Se han
descrito varios mecanismos para este efecto insulinotropico, incluyendo la alteracion de la
relacion ATP/ADP, cambios en la actividad de los canales i6nicos, y la activacion del receptor
acoplado a la proteina G 40 (GPR40). El efecto estimulador de un acido graso depende de su
saturacion, donde los 4acidos grasos saturados, tales como palmitato o estearato son
estimuladores mas potentes que los acidos grasos monoinsaturados, tales como palmitoleato u

oleato.

1.6. La célula beta y enfermedades metabdlicas

La DMT?2 es una enfermedad compleja que se caracteriza por un mal funcionamiento de la
regulaciéon de la homeostasis de la glucosa. La insulina es secretada por las células f3
pancreaticas en respuesta a niveles elevados de glucosa en plasma, existiendo varios factores
que pueden modificar su secrecion. La deficiencia de insulina es uno de los eventos tempranos
en la patogénesis dicha enfermedad. En estas primeras etapas, la célula B pancreatica se adapta
a la resistencia a la insulina mediante el aumento de su masa y funcion. Si la hiperglucemia y

elevadas concentraciones de acidos grasos libres (AGL) se mantienen, tendra un impacto
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negativo en la funcidon de las células B. Esto puede suceder por numerosos mecanismos,
incluyendo la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), alteraciones en las vias
metabolicas, aumentos en la concentracion de calcio intracelular y la activacion de estrés del
reticulo endoplasmatico. Estos procesos afectan negativamente a las células B por alteracion de
la secrecion de insulina, disminucion de la expresion del gen de insulina y, finalmente, causando

apoptosis'.

La dislipidemia se caracteriza por un aumento de los AGL en circulacion. Los altos niveles de
AGL suelen asociarse con frecuencia a la resistencia a insulina, una condicion que estd asociada
con la hiperglucemia y la hiperinsulineamia, condiciones que se encuentran en DMT2 y la
obesidad. Un efecto directo de los AGL sobre la secrecion de insulina puede explicar la
coexistencia de la hiperlipidemia y la hiperinsulinemia Experimentos en humanos sugieren que
la elevacion de los niveles de AGL en individuos sanos tiene efectos estimulantes sobre la
secrecion de insulina, pero pueden contribuir a la insuficiencia progresiva de células  en
algunos individuos con predisposicion genética a la diabetes. Ademads, la evidencia actual
sugiere que los efectos deletéreos de los lipidos se observan predominantemente en presencia
de alto contenido de glucosa. A pesar de que se ha aceptado que el metabolismo de los AGL
estimula la secrecion de insulna, el mecanismo exacto por el cual esto ocurre siguen siendo

. 29,4
desconocido®” .
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2. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

La deficiencia de insulina es uno de los eventos tempranos en la patogénesis de DMT2,
debiéndose probablemente a una disminucion en la capacidad secretora de la célula B
pancreatica, asi como a una pérdida de la masa de este tipo celular. Con respecto a esto, se ha
demostrado que la exposicidon a corto plazo a &cidos grasos induce la secrecion de insulina,
mientras que la exposicidon a largo plazo tiene un efecto perjudicial sobre la funcion de las
células B y la supervivencia”'®. Se han propuesto diferentes mecanismos de cémo una
exposicion a largo plazo de palmitato puede afectar a las células B, incluyendo el aumento de la
apoptosis™ y la activacion de estrés en el RE*'. Varias investigaciones sugieren que el estrés de
RE es uno de los principales mecanismos subcelulares que subyacen al fallo funcional de la
célula B. Los estudios sugieren que la hormona sexual 17B-estradiol, producida
mayoritariamente en el ovario, contribuye a la preservacion de la liberacion de insulina en

estados prediabéticos'”.

En este laboratorio se describid el efecto insulinotrépico del 17- B estradiol en el islote de
Langerhans pancreatico de raton. Se observo que el E2, a concentraciones fisioldgicas, potencia
en un 30% la secrecion de insulina producida por 8mM glucosa. Este efecto era rapido y estaba
mediado por un mecanismo no gendémico, puesto que no se vio bloqueado por la utilizacién de
inhibidores de la sintesis de proteinas y de ARN. Utilizando E2 unido a peroxidasa, se demostrd
un lugar de union para estradiol en la membrana plasmatica de las células que podria estar

mediando esos efectos rapidos del estradiol*®.

Debido a la implicacion de los estrogenos en la supervivencia de la célula B y basandonos en
estudios anteriores, el objetivo del presente Trabajo Fin de Grado es el estudio del papel de la
sefalizacion estrogénica en la preservacion de la célula B pancreatica cuando estd expuesta a un
medio con una concentracion elevada de 4acidos grasos libres, asi como otros estimulos nocivos
que perjudican la viabilidad de la célula B y la secrecion de insulina. Con este proposito, se
utilizara un modelo in vitro de exposicion combinada a palmitato y agonistas especificos de los
receptores de estrogenos ERa y Erf para estudiar la contribucion individual sobre la
supervivencia celular de los receptores estrogénicos clasicos en condiciones de lipotoxicidad

empleando la linea celular insulinosecretora MIN-6.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Cultivo Celular

3.1.1. MIN-6 y establecimiento de lineas estables

En este trabajo se ha utilizado la linea celular de insulinoma de raton, MIN-6. Estas células se
hicieron crecer hasta un 80-90% de confluencia en Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) (SIGMA, D5030) suplementado con 25 mM Glucosa, 15% suero fetal bovino (FBS),
0.9 mM Piruvato sddico (gibco by Life Technologies), 0.1 mg/mL Penicilina-Streptomicina
(P/S) (gibco by Life Technologies) y 72uM de mercaptoethanol (B-ME) (SIGMA, M3148). Las

células se cultivaron a 37°C con 5% CO, en atmodsfera humeda.

3.1.2. Preparacion de medio de mantenimiento y descongelacion MIN-6

En primer lugar se debe preparar DMEM sin suplementar, a partir del cual se realizara el medio
de cultivo. Se utiliza 8.3 gramos de DMEM sin suplementar por litro de medio a preparar. El
protocolo de preparacion es el siguiente:

1. Se mide el 90% del volumen final de agua que necesitaremos. El agua debe ser agua
destilada autoclavada y su temperatura debe estar entre 15-20°C.

2. Mientras se agita suavemente el agua, aiadir DMEM en polvo. Remover hasta que se
disuelva. No calentar. Como DMEM es fotosensible, se deberd tapar el vaso de
precipitado con papel de aluminio.

3. Se enjuaga el frasco original con una pequena cantidad de agua para eliminar todo
rastro de polvo y se afiade a la disolucidén. Hay que tener en cuenta este volumen para
anadirlo al volumen medido anteriormente.

4. Se anaden 3.7 gr de bicarbonato sddico por cada litro de volumen final de medio que se
esta preparando. Remover hasta que se disuelva.

5.Mientras se agita, se ajusta el pH del medio 0.1-0.3 unidades de pH por debajo del pH
deseado, ya que puede aumentar durante la filtracion. Ajustar el pH entre 7.2-7.3

6. Se lleva la solucion a un matraz aforado y se afiade agua adicional hasta alcanzar el
volumen final.

7. Esterilizar inmediatamente por filtracion utilizando una membrana con una porosidad de
0.22uM. Conservar en condiciones asépticas en un recipiente estéril

8. Cuando se requiera, suplementar como se ha descrito anteriormente.



MATERIALES Y METODOS

3.1.3. Tripsinizacion

Una vez alcanzado el nivel optimo de confluencia, las células son lavadas con solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) antes de la realizacion de la lisis con tripsina. Es importante
atemperar todos los reactivos, medio de cultivo, tripsina y PBS antes de utilizarlos. La solucion
de tripsina utilizada es: 0.05% Tripsina (Sigma, Madrid) + 0.02% EDTA (Sigma, Madrid) y se
aplica durante 3 minutos a 37°C. Para finalizar la reaccion enzimatica se afiaden 3 mL de medio
de cultivo DMEM suplementado con 15%FBS. A Continuacion, se centrifuga el tubo a 1500
rpm durante 5 minutos para colectar las células disgregadas en el fondo. Tras la eliminacion de
sobrenadante se resuspenden las células en el medio de cultivo adecuado para llevar a cabo el

plaqueo o el mantenimiento de la linea en un flask.

3.1.4. Congelacion de MIN-6

Las células sobrantes de la tripsinizacion y el plaqueo se conservan en tanques de nitrogeno
hasta volver a ser utilizadas. Para llevar a cabo la congelacion de dichas células, se siguio este
protocolo:

1. Se centrifugan las células a 1000 r.p.m. durante 10 minutos para reunir las células
disgregadas en el fondo.

2. Durante estos 10 minutos, se prepara el medio de congelacion, compuesto por 95% de
medio DMEM suplementado sin antibidtico y 5% de sulfoxido de dimetilo (DMSO). La
cantidad de medio preparado dependera del nimero de células y el numero de criotubos a
utilizar.

3. Una vez finalizada la centrifugacion, se elimina el sobrenadante y se resuspenden las células
en el medio de congelacion preparado anteriormente.

4. Se afiade en cada criotubo 1 mL de la mezcla de medio de congelacion y células que hemos
realizado en el punto anterior.

5. Se introducen los criotubos en un recipiente especial que contiene propanol y se coloca en
el congelador de -80°C. La funcion del propanol es conseguir una disminucion de la
temperatura constante, de 1°C/minuto, hasta alcanzar la temperatura de -80°C.

6. Al dia siguiente, se introducen los criotubos en el tanque de nitrégeno liquido.

3.2. Determinacion de la viabilidad celular de MIN-6. MTT

Thiazolyl Blue Tetrazolium Blue (MTT) es una medida indirecta de la viabilidad celular. MTT

es una solucion amarillenta y el ensayo se basa en la habilidad de las deshidrogenasas
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mitocondriales de células viables en reducir MTT (C,N-diphenyl-N 4-5- dimethyl thiazol-2-yl

tetrazolium bromide) y formar cristales azules de formazan.

Las células MIN6 se siembran a diferentes densidades en placas de 96 porcillos en medio
DMEM suplementado con 25 mM Glucosa y 15% Charcoal Stripped Fetal Bovine Serum
(CHARCOAL). Este suero ha sido absorbido con carbon activo que elimina las sustancias no
polares y lipofilicas (virus, factores de crecimiento, hormonas y citosinas) independientemente
de su peso molecular, pero tiene poco efecto en glucosa, aminoacidos, etc. Las células seran
incubadas con dicho suero para retirar selectivamente componentes apolares, como por ejemplo
hormonas esteroideas, permitiéndonos controlar estrechamente la concentracion de

componentes estrogénicos en el medio de cultivo.

Estas células se cultivaron posteriormente durante 48h-72 horas a 37°C con 5% CO; en

atmoésfera humeda.

A partir de entonces, el medio se retira y se sustituye con diferentes tratamientos, los cuales
seran descritos posteriormente, y se mantiene durante 24 y/o 48 horas. Después del periodo de
incubacion, se retira cuidadosamente el contenido de los pocillos y se afiade en cada uno de
ellos 90 uL de medio DMEM suplementado con charcoal y 10 uL MTT a partir de una solucion
stock de Smg/mL preparada en PBS. Después, se mantiene durante 3 horas a 37 °© C. A
continuacion, se desecha el sobrenadante, se afiade 100uL. de DMSO y se mantiene en agitacion
durante 3 horas a temperatura ambiente. La intensidad se mide colorimétricamente a una
longitud de onda de 570 nm en un lector de microplacas. El porcentaje de viabilidad celular se
calcul6 a partir de los valores promedio de absorbancia a 570 nm obtenidos de la siguiente

ecuacion:

Abs 570 nm Muestra

% Viabilidad celular = Abs 570 nm Control

3.3. Conteo celular

El nimero de células se determind mediante el uso de un hematocitometro o camara de
Neubauer. Para ello, se prepara una muestra con una concentracion apta para el recuento, sin

utilizar concetraciones muy altas, ya que la probabilidad de cometer errores en el conteo
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aumenta, ademas del tiempo y esfuerzo necesario para realizar un recuento con fiabilidad.

Se prepara la mezcla formada por 90 uL de medio celular y 10 uL del cultivo celular tras la
tripsinizacion . Se toman 10 uL de la mezcla preparada y se coloca en la cdmara de Neubauer.
Como en este caso la concentracion celular frecuentemente suele ser muy alta, se suele utilizar

un orden de conteo en forma de zig-zag para facilitar el recuento.

Este proceso se repite dos veces minimo para verificar que los datos obtenidos en el recuento

no son erroneos. La formula para recuento con cuadros grandes en camara de Neubauer es:

namero de células x 10.000

Concentracion = —
numero de cuadros

Como se ha aplicado una dilucién, se debera transformar la concentracion obtenida durante el
recuento celular en la concentracion de la muestra original. En este caso se tendra que dividir el

resultado por la dilucion aplicada:

namero de células x 10.000

Concentracion = — —
numero de cuadros x dilucion

Para una dilucion de 1:10. Dilucion = 0,1.

3.4. Tratamientos

3.4.1. Preparacion de la solucion de palmitato y medio de exposicion BSA

Una solucion de palmitato de 50 mM se prepard en un tubo de tipo falcon con 69,6 mg de
Palmitato sodico (SIGMA, P9767-56) en 5 mL de Etanol 90% mediante calentamiento a 62°C
con agitacion. El etanol (control) se somete al mismo proceso de calentamiento en otro tubo de

tipo falcon.

El medio de exposicion a acidos grasos libres (AGL) se prepar6 con DMEM suplementado con
25 mM glucosa, 5% CHARCOAL, 0.75% Suero Bovino Albumina (BSA) Fraccion V, libre de
acidos grasos (ROCHE), 0.9 mM Piruvato sédico (gibco by Life Technologies), 0.1 mg/mL
P/S (gibco by Life Technologies) y 72uM de B-ME (SIGMA, M3148)
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Para afiadir el palmitato al medio de cultivo, el stock debe mantenerse caliente hasta que es
afiadido (Thermoblock a 62°C y con agitacion). El etanol, utilizado como vehiculo se somete al

mismo proceso de calentamiento.

Se afiade 10 L de medio de exposicion a AGL/ 990 uL de medio de exposicion, descartando
la primera toma de volumen del stock de palmitato y etanol. Tras la adicion del palmitato al

medio de exposicidn, pipetear vigorosamente y vortear.

3.4.2. Preparacion de la solucion de tapsigargina

La tapsigargina es un agente conocido de induccion de estrés del ER. Se afiade 1 uL stock de

thapsigargin (SIGMA, T9033) /999 uL. de medio DMEM suplementado con 15% CHARCOAL

3.4.3. Agonistas: DPNY PPT

Los agonistas son sustancias capaces de unirse a un receptor celular, provocando una respuesta

determinada en la célula, generalmente similar a la producida por la sustancia fisioldgica.

Se prepara la solucidon de stock de DPN (agonista del ER-f) usando DMSO. Se afiaden 10 mg

en 2.089 mL de DMSO y se divide en alicuotas de 100 uL. que se mantendran a una temperatura

de -20°C.

Se prepara la solucion de stock de PPT (agonista del ER-a) usando DMSO. Se afiaden 10 mg
en 1.29 mL de DMSO vy se divide en alicuotas de 50uL. que se mantendrdn a una temperatura

de -20°C.

3.4.4. Exposicion a estresores y agonistas

Tras la resuspension de los agonistas descrita anteriormente, se llevd a cabo la preparacion de
los tratamientos para cada una de las condiciones. La solucion stock 20 nM de los agonistas en
DMSO se utilizé para preparar una solucidon intermedia 10 uM en agua estéril. Al mismo
tiempo, se prepar6 una solucion control con el vehiculo (DMSO) sin los agonistas, 10 uM de

DMSO en agua estéril (H,0)q
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Para los controles positivos de palmitato y tapsigargina (sin agonistas) se prepard una solucion
100 nM del vehiculo (DMSO) en el medio adecuado a cada estresor: Medio de exposicion a

AGL en el caso de palmitato y medio CHARCOAL en el caso de tapsigargina.

Por ultimo se prepararon las soluciones dosis-respuesta de 100 nM, 10 nM y 1 nM de los
agonistas utilizando la solucion intermedia junto con el medio adecuado para cada uno de los
estresores. En el esquema siguiente se describe la preparacion de las diferentes soluciones, de

forma que se mantenga la misma concentracion de DMSO en todas ellas:

VEH 10 uM AGONISTA 10 uM
5 uL DMSO 5 uL DPN o PPT
VEH 100 nM AGONISTA 100 nM
"1 mLMedio + estresor 5 mL Medio + estresor
100 uL VEH 10 uM 50 uL AGONISTA 10 uM

AGONISTA 10 nM
5mL VEH 100 nM
50 uL AGONISTA 100 nM

3.5. Analisis estadisticos

Todos los datos se expresan como media + error estandar de la media (s.e.m). Los analisis
estadisticos se realizaron con el programa GraphPad Prism version 5.0 (GraphPad Software Inc.,
CA, EE.UU.), con significacion estadistica de p <0,05. Las comparaciones entre multiples
grupos se hicieron mediante analisis unidireccional de la varianza (ANOVA) seguido de la
prueba post hoc de Dunnett para comparaciones multiples. Las comparaciones entre los dos

grupos fueron evaluados mediante la prueba unpaired t-test.
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4. RESULTADOS

4.1. Palmitato y Tapsigargina causan disminucion de la viabilidad en MIN-6

Las células expuestas a una solucion de Palmitato 0.5 mM fueron incubadas 24h y/o 48h. Tras
dicha incubacion se llevo a cabo la medicion de la viabilidad celular mediante MTT. Se midio
la intensidad en un lector de microplacas y se considerd el control como el 100% de viabilidad.
Los resultados sefialan una disminucion en la viabilidad celular tanto a las 24 horas, donde la
viabilidad era del 81.6%, como a las 48 horas, donde la supervivencia celular era del 66.25%.

Por lo tanto, la disminucion se hace mas notable transcurridas 48 horas. (Figura 6).
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Figura 6. Cambio en la viabilidad en células MIN-6 a las 24 horas (A) y a las 48 horas (B)
de la exposicion a Palmitato. Cuantificacion de la viabilidad en células MIN-6 en ausencia
(barra blanca) o presencia de Palmitato (0.5 mM, barra gris). Los datos son expresados como la

media + s.e.m de 4 experimentos independientes. *P<0.1, *** P<(0.001 vs control.

En el caso de la tapsigargina se observa una disminucion mas dréstica en la viabilidad celular,
sobre todo a las 48 horas, donde la viabilidad es del 27.61%. La viabilidad a las 24 horas tras la

exposicion a tapsigargina es del 65.2% (Figura 7).
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Figura 7. Cambio en la viabilidad en células MIN-6 a las 24 horas (A) y a las 48 horas (B)
de la exposicion a Tapsigargina. Cuantificacion de la viabilidad en células MIN-6 en ausencia
(barra blanca) o presencia de Tapsigargina (1 uM, barra gris oscuro). Los datos se presentan

como la media + s.e.m de 4 experimentos independientes. *** P<0.001 vs control.

Adicionalmente se comprobd que el uso de medio con 15% CHARCOAL no interferia en los
resultados al compararlo con el medio de exposicion AGL. No se obtuvieron diferencias

significativas en la viabilidad celular entre los medios de cultivo utilizados.

4.2. El antagonista del RE-, DPN no presenta proteccion frente a Palmitato,
pero si frente a Tapsigargina

Las células fueron tratadas durante 24 y 48 horas con una solucion de palmitato 0.5 mM o
tapsigargina 1 uM que contenia también el antagonista del RE-3 a diferentes concentraciones.

Transcurrido dicho periodo, se llevd a cabo la medicion de la viabilidad celular mediante MTT.

En el caso del palmitato, no se observa proteccion por parte del DPN, ya que la viabilidad celular
se sigue viendo disminuida por el efecto del estresor. Cabe destacar que en concentraciones
elevadas de DPN (10-100 nM) se observa una mayor disminucion de la viabilidad tanto a 24
como 48 horas, por lo que estas concentraciones de DPN podrian estar afectando a la

supervivencia de las células (Figura 8).
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Figura 8. Cambio en la viabilidad en células MIN-6 a las 24 horas (A) y a las 48 horas (B)
de la exposicion a Palmitato y DPN. Cuantificacion de la viabilidad en células MIN-6 en
ausencia (barra lisa) o presencia de Palmitato (0.5 mM, barra con patrén de puntos) y con dosis
gradual de DPN (1, 10 y 100 nM) en escala de azules. Los datos se presentan como la media +
s.e.m de 2 a 8 experimentos independientes. Las comparaciones se realizaron mediante unpaired
t-test junto con ANOVA one way seguido de un test post hoc de Dunnet para comparaciones

multiples. ***P<0.001 vs Control etanol, #P<0.05 vs Control etanol.

Sin embargo, en el caso de la tapsigargina se puede observar que a las 24 horas una dosis de
DPN 1 nM presenta proteccion frente al estresor. Esta proteccion hace que la viabilidad celular
con DPN 1 nM sea del 70.55% frente al 65.4% de supervivencia en el control positivo. Con una
dosis de DPN de 10 nM se observa una supervivencia cercana al 70%, pero las diferencias
respecto al control no son significativas. Transcurridas 48 horas la viabilidad disminuye
drasticamente, siendo en los tres casos cercana al 20%, por lo que el agonista no presenta

proteccion (Figura 9).
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Figura 9. Cambio en la viabilidad en células MIN-6 a las 24 horas (A) y a las 48 horas (B)
de la exposicion a Tapsigargina y DPN. Cuantificacion de la viabilidad en células MIN-6 en
ausencia (barra lisa) o presencia de Tapsigargina (1 uM, barra con patron de rayas) y con dosis
gradual de DPN (1, 10 y 100 nM) en escala de azules. Los datos se presentan como la media +
s.e.m de 3 experimentos independientes. Las comparaciones se realizaron mediante unpaired t-
test junto con ANOVA one way seguido de un test post hoc de Dunnet para comparaciones

multiples. ***P<0.001 vs Control, #P<0.05 vs Control

4.3. El antagonista de RE-a, PPT, no presenta proteccion frente a Palmitato,
pero si frente a Tapsigargina

Al llevar a cabo la medicion de la viabilidad celular mediante MTT, se observo que en el caso
del palmitato no existe proteccion por parte del antagonista PPT. Ademas, en las células tratadas

con dosis de 100 nM de PPT se observa una ligera disminucion en la viabilidad celular en



RESULTADOS

comparacion con concentraciones menores y/o ausencia de PPT. Sin embargo, estos valores no
son significativos. Los valores de supervivencia celular se mantienen entre el 50-65% en las

células expuestas a palmitato (Figura 10)
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Figura 10. Cambio en la viabilidad en células MIN-6 a las 24 horas (A) y a las 48 horas
(B) de la exposicion a Palmitato y PPT. Cuantificacion de la viabilidad en células MIN-6 en
ausencia (barra lisa) o presencia de Palmitato (0.5 mM, barra con patréon de puntos) y con dosis
gradual de PPT (1, 10 y 100 nM) en escala de rojos. Los datos se presentan como la media +
s.e.m de 2 a 8 experimentos independientes. Las comparaciones se realizaron mediante unpaired
t-test junto con ANOVA one way seguido de un test post hoc de Dunnet para comparaciones

multiples. ***P<0.001 vs Control etanol.

Por otro lado, en el caso de la tapsigargina se ha observado una proteccion frente a esta a las 24
horas con concentraciones de PPT 10 nM, siendo la viabilidad de 73.03%. Sin embargo, en este

mismo periodo de tiempo, se ha registrado una disminucion de la supervivencia en el control a
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esta misma concentracion de PPT. Al igual que en el caso del DPN, transcurridas 48 horas desde

la exposicién a tapsigargina la supervivencia oscila alrededor del 20% y no se observa

proteccion (Figura 11).
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Figura 11. Cambio en la viabilidad en células MIN-6 a las 24 horas (A) y a las 48 horas

(B) de la exposicion a Tapsigargina y PPT. Cuantificacion de la viabilidad en células MIN-6

en ausencia (barra lisa) o presencia de Tapsigargina (1 uM, barra con patréon de rayas) y con

dosis gradual de PPT (1, 10 y 100 nM) en escala de rojos. Los datos se presentan como la media

+ s.e.m de 3 experimentos independientes. Las comparaciones se realizaron mediante unpaired

t-test junto con ANOVA one way seguido de un test post hoc de Dunnet para

comparaciones multiples. ***P<0.001 vs Control, #P<0.05 vs Control



DISCUSION

5. DISCUSION

La deficiencia de insulina se encuentra presente en los inicios de la DMT2 y empeora con el
tiempo. La DMT2 se desarrolla en individuos que no logran compensar la resistencia a insulina
mediante el aumento de la produccion de insulina de pancreas La prevalencia de la DMT?2 esté
aumentando rapidamente debido a modificaciones en los habitos, incluyendo la utilizacion de
dietas ricas en grasas saturadas. Estas dietas aumentan las necesidades de insulina, pero también
causan pérdida de funcion de las células B, fundamental en la patogénesis de la DMT2. La
exposicion cronica a elevadas concentraciones de AGL puede contribuir al aumento de

apoptosis en la célula B y pérdida celular progresiva en la DMT?2.

Varios estudios proponen el estrés del RE como uno de los mecanismos implicados en la
apoptosis inducida por AGL en célula B y se ha demostrado que palmitato activa una respueta
a estrés del RE en las lineas celulares INS-1 y MIN-6"*'*. Esto concuerda con la disminucion
de la viabilidad observada tras la exposicion a palmitato, que se deberia a la apoptosis provocada

por estrés del RE.

La proteccion estrogénica frente a estrés oxidativo ha sido descrita en varios estudios. E2
favorece la supervivencia de la célula B pancreatica, protegiéndola de la apoptosis inducida por
el estrés oxidativo, mantiendiendo asi la produccidn de insulina y la prevencion de la diabetes
en ratones. Esta proteccion se observo sobre todo a través del receptor ERa, ya que su

.. .y . . . - 22,2
eliminacion deterioro la capacidad de E2 para prevenir la apoptosis™ >

En estudios de lipotoxicidad, se observo que la apoptosis inducida por palmitato era mas
acentuada por una elevada concentracion de glucosa en células INS-1E, pero la apoptosis no se
veia aumentada por alta glucosa en células MIN-6 ni en islotes humanos. Por tanto, los islotes
humanos sanos y las células MIN-6 pueden evitar la glucolipotoxicidad, aunque la lipotoxicidad

es evidente tanto a concentraciones altas como bajas de glucosa™.

En el presente trabajo no se ha podido observar proteccion frente a Palmitato, aunque si que se
ha podido advertir cierta proteccion frente a la accion de la tapsigargina. Una hipotesis seria que
las células MIN-6 presentaran una menor capacidad estrogénica que otras lineas celulares, por
lo que esta proteccion se veria disminuida en esta linea celular. Se requeriria de estudios

adicionales para poder contrastar dichos resultados. Seria 1til realizar un anélisis de apoptosis
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midiendo el porcentaje de células viables, apoptéticas y necrdticas mediante marcaje con yoduro
de propidio (células necroéticas) y Hoescht 33348 en cada una de las etapas del tratamiento (a 0,

24 y 48 horas).

Como se ha comentado anteriormente, se ha podido observar una proteccion frente a la
exposicion a tapsigargina cuando las células son tratadas con el antagonista DPN a
concentracion 1 nM y con el antagonista PPT a concentracion 10 nM. En el caso de PPT, esta
proteccion se observa en las células expuestas al estresor, mientras que en el control se observa
una disminucion de la viabilidad. En el caso del DPN, este efecto solo puede observarse en las

células expuestas a tapsigargina.

En el caso de las células expuestas a palmitato, se observa una disminucion de la viabilidad en
células tratadas con DPN a 10 y 100 nM, independientemente de la exposicion o no a estresor.
Esto puede indicarnos que concentraciones elevadas de agonistas podrian estar activando la
apoptosis. Una hipotesis para este efecto seria que la respuesta a estrés de RE provocada por
palmitato estaria activando vias de sefializacion apoptoticas en lugar de las vias de recuperacion

de la homeostasis.

Existen estudios donde se ha demostrado que la proteccion de ERa es independiente de ERE en
islotes y que E2 favorece la supervivencia de estos a través de la senalizacion del receptor de
estrogeno de membrana. Ademas, se ha demostrado que el ERf juega un papel citoprotector
menor que ERo™, aunque ERP tiene un efecto insulinotropico importante, produciendo una
liberacion de insulina mas rdpida. ERa se expresa en MIN-6 y su localizacion es exclusivamente
nuclear’. Esto explicaria el efecto protector observado en algunas células tratadas con el
antagonista de ERa, PPT, aunque también se haya podido observar disminucion en la viabilidad
en el control. Por tanto, ERa podria estar mediando en el efecto apoptdpico, pero no lo estaria
bloqueando totalmente, estando otros receptores implicados. ERB también podria estar
interfiriendo en este efecto, aunque a concentraciones elevadas podria contribuir a la apoptosis.
Esto podria ser debido a un aumento en la liberacion de insulina, que podria resultar

contraproducente en la proteccion frente a lipotoxicidad.

En resumen, los datos presentados en el actual trabajo ponen de manifiesto que la exposicion a
palmitato provoca la apoptosis de la célula B por estrés del RE, reflejando el factor de riesgo

que supone una dieta rica en grasas saturadas. Ademas, al igual que en otros estudios, se pone
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de manifiesto la importancia del ERa en la proteccion frente a apoptosis, un mecanismo
importante para inducir la muerte celular por estrés del RE , pero cuya via de induccion todavia

no esta clara.

Se conoce que E2 también activa sefiales por vias no genomicas a través de una forma
extranuclear de ER y el receptor acoplado a proteina G de estrogeno (GPER). Por tanto, seria
conveniente realizar estudios de lipotoxicidad con agonistas de GPER para poder conocer su

contribucion en la proteccion frente a apoptosis inducida por palmitato.
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6. CONCLUSION Y PROYECCIONES FUTURAS

Las conclusiones del trabajo realizado se pueden recoger en los siguientes puntos:

1. La exposicion a palmitato y tapsigargina produce apoptosis en la célula 3
disminuyendo la viabilidad celular.

2. No se ha observado proteccion frente a apoptosis inducida por palmitato en el caso del
antagonista DPN, pero a elevadas dosis (10 y 100 nM) provoca un aumento de la
disminucién de viabilidad. El antagonista del ER- 3, PPT, no provocé efecto protector
frente a palmitato.

3. Frente a la exposicion a tapsigargina, el antagonista DPN a concentracion 1 nM y PPT
a 10 nM muestra proteccion a las 24 horas. Sin embargo, también se observa una
disminucién de viabilidad en las células control con dosis de PPT 10 nM.
Transcurridas 48 horas en todos los casos la viabilidad celular desciende hasta el 20%
y no existe proteccion a ninguno de los estresores.

4. Una dieta rica en grasas saturadas es un factor de riesgo que se asocia con frecuencia a
la resistencia a insulina pudiendo originar enfermedades metabolicas como la diabetes

de tipo 2 y la obesidad.

Proyeccion futura

La célula B pancreatica presenta un papel clave en la regulacion de la homeostasis de la glucosa.
A pesar de que en los ultimos afios se ha avanzado mucho en el conocimiento sobre los efectos

de los acidos grasos sobre la funcion de la célula 3, su mecanismo todavia no es del todo claro.

Recientemente se ha puesto de manifiesto la importancia de la relacion de la hiperlipidemia con
el desarrollo de enfermedades metabolicas como la diabetes, por lo que hay que subrayar la
importancia no s6lo de mantener niveles normales de glucosa, sino también los niveles de
lipidos en individuos con DMT?2. Esto hace que sean necesarios mas estudios que evaltien las
consecuencias metabolicas de dicha exposicion a AGL en el tiempo y, especialmente, a los
posibles cambios en la funcion y masa de la célula . También seria conveniente realizar
experimentos en los que se incluya el receptor GPER para conocer su contribucion en la
proteccion frente a AGL. Es muy importante conocer la contribucion de cada uno de los

receptores para poder desarrollar terapias efectivas contra enfermedades metabolicas.
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