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Resumen

La diabetes es una enfermedad cronica, con una alta tasa de mortalidad y morbilidad, que afecta
a 463 millones de personas a nivel mundial, aunque la Federacion Internacional de Diabetes
estima que habra 700 millones de casos en 2045. Los esfuerzos para ralentizar o frenar el
transcurso de la diabetes se han centrado en limitar la respuesta inmune en la diabetes tipo 1y
reducir la insulinorresistencia en la diabetes tipo 2, pero los avances logrados no son suficientes
para mantener una masa de célula  funcional capaz de mantener la normoglucemia. Durante el
transcurso de la diabetes tipo 1 y diabetes tipo 2, las células  pancreaticas estan expuestas a
diferentes estimulos apoptéticos, que acaban provocando su disfuncion y/o muerte, y la

consecuente hiperglucemia.

Estudios previos demuestran que la mayor resistencia de la célula a pancreatica a la apoptosis
en condiciones de diabetes tipo 2 se debe, en parte, a su alta expresion de la proteina
antiapoptotica BCL-XL en comparacion a su expresion en la célula 3. En este trabajo se postula
que la sobreexpresion de BCL-XL en la célula B pancreatica puede tener un efecto protector

frente a la apoptosis en las condiciones observadas en la diabetes tipo 1 y diabetes tipo 2.

Para estudiar los efectos de la sobreexpresion de BCL-XL en la célula B, se sobreexpreso esta
proteina mediante un vector adenoviral en dos lineas de célula B: INS-1E (de rata) y EndoC-BH1
(humana) logrando un aumento de 7 veces (INS-1E) y 5 veces (EndoC-BH1) sobre su respectiva
expresion enddégena. Se comprobd la sobreexpresion mediante inmunocitofluorescencia y
analisis Western Blot. Se analiz6 el efecto de la sobreexpresion de BCL-XL en la funcién de la
célula B mediante el analisis de las oscilaciones de Ca?* intracelular y la secrecion de insulina en
respuesta a diferentes estimulos por microscopia de fluorescencia y ELISA, respectivamente. El
efecto en la viabilidad celular se evalu6 mediante tincion con Hoechst/PI. Las células se trataron
en presencia de un estimulo proapoptético de la diabetes tipo 1 (un coctel de citoquinas

proinflamatorias) o un estimulo de la diabetes tipo 2 (palmitato).

Los resultados indican que la sobreexpresion de BCL-XL reduce levemente la sefial de Ca?*
intracelular y la funcion secretora de insulina en INS-1E, pero no afecta a la funcién secretora del
modelo humano. La sobreexpresién de BCL-XL fue capaz de proteger un 40 % a INS-1E y un
99% a EndoC-BH1 frente a la apoptosis inducida por citoquinas, y un 73% frente a la inducida

por palmitato en EndoC-BH1.

Los resultados de este trabajo indican que la sobreexpresion de BCL-XL no parece alterar la
funcién secretora de la célula B humana. Ademas, la sobreexpresion de BCL-XL es capaz de
proteger a la célula 3 en el microambiente proapoptético de la diabetes tipo 1 y diabetes tipo 2.
Los resultados expuestos en este trabajo abren la puerta a la busqueda de otras estrategias de

terapia génica en células 3 humanas que mejoren su viabilidad en diabetes.

Palabras clave: BCL-XL, sobreexpresion, célula 8, funcion, supervivencia.



Abstract

Diabetes is a chronic disease with high mortality and morbidity which currently affects over 463
million people worldwide. More importantly, the International Diabetes Federation estimates that
diabetes will reach 700 million cases by 2045. Efforts to delay or slow down the progression of
diabetes have focused on limiting the immune response in type 1 diabetes and reducing insulin
resistance in type 2 diabetes. However, what has been achieved so far is insufficient to keep
enough functional B-cell mass to maintain normoglycemia. During type 1 diabetes and type 2
diabetes, pancreatic -cells are exposed to different apoptotic stimuli, which eventually cause 3-
cell dysfunction and/or death and, consequently, hyperglycaemia.

Previous studies have demonstrated that the higher resistance against type 2 diabetes conditions
shown by pancreatic a-cells may be due, at least partially, to their higher expression of the
antiapoptotic protein BCL-XL compared to B-cells. In this project we postulate that BCL-XL
overexpression in B-cells might have a protective effect against apoptotic conditions observed in
type 1 diabetes and type 2 diabetes.

To study the effects of BCL-XL overexpression in B-cells, we used an adenoviral vector to
overexpress BCL-XL in two B-cell lines: INS-1E (rat) and EndoC-BH1 (human), reaching a 7 times
(INS-1E) and 5 times (EndoC-BH1) increase in BCL-XL expression over their respective
endogenous levels. Overexpression was confirmed by immunocytofluorescence and Western
Blot. BCL-XL overexpression effects on B-cell function were assessed in response to different
stimuli by measuring intracellular Ca?* by fluorescence microscopy and insulin secretion by
ELISA. Cellular viability was assessed by Hoechst/PI staining. Cell were treated either with a type
1 diabetes proapoptotic stimulus (a proinflammatory cytokine cocktail) or a type 2 diabetes

stimulus (palmitate).

Our results show that BCL-XL overexpression slightly reduces intracellular Ca2* responses as
well as insulin secretion in rat but not insulin secretion in human B-cells. BCL-XL overexpression
reduced cytokine-induced f-cell apoptosis by 40 % (INS-1E cells) and 99 % (EndoC-BH1 cells).
Palmitate-induced apoptosis was reduced by 73 % in EndoC-BH1.

Our findings suggest that BCL-XL overexpression does not seem to affect human B-cell secretory
capacity. Moreover, BCL-XL overexpression protects pancreatic p-cells against the proapoptotic
microenvironment observed in type 1 diabetes and type 2 diabetes. The results presented herein
open the doors to the search for other strategies based on the modulation of gene expression to

improve human (3-cell survival in diabetes.

Keywords: BCL-XL, overexpression, B-cell, function, survival.



Abreviaturas

0 G: 0 mM glucosa

AMPc: adenosin
monofosfato ciclico

Cas3: caspasa 3
CMV: citomegalovirus

FBS: suero bovino fetal

HIV-1: Virus de la
inmunodeficiencia
humana 1

IDF: Federacion
internacional de diabetes

IL-1B: Interleuquina 13

JNK: quinasa c-Jun N-
terminal

NAD(P)H: Nicotinamida
adenina dinucledtido
fosfato

PBS: tampodn fosfato
salino

SERCA: Ca?*-ATPasa
del reticulo
endoplasmatico

u.a.: unidades arbitrarias

VDAC1: canal aniénico
dependiente de voltaje 1
WB: Western Blot

20 G: 20 mM glucosa

AUC: area bajo la curva

Cas7: caspasa 7
DMSO: dimetilsulfoxido

GSIS: secrecion de
insulina estimulada por
glucosa

IBMX: 3-isobutil-1-
metillxantina

IFN-y: interferon gamma

iNOS: sintasa de 6xido
nitrico

MPT: transicion de
permeabilidad
mitocondrial

NT: no tratado

PIl: yoduro de propidio

T1D: Diabetes tipo 1

UPR: Respuesta a
proteinas desplegadas
VDCC: Canales de Ca?*
dependientes de voltaje
w/v: peso/volumen

DNA: acido
desoxirribonucleico
BSA: albumina de suero
bovino

Cas9: caspasa 9

ER: Reticulo
endoplasmatico

HEPES: acido hidroxietil
piperazineetanosulfonico

ICF:
inmunocitofluorescencia

IGF-1: factor de
crecimiento similar a
insulina 1

IP3: Inositol trifosfato

MOMP: Permeabilizacion
de la membrana externa
mitocondrial

Palm: palmitato

RNA: acido ribonucleico

T2D: Diabetes tipo 2

Veh: vehiculo

vlv: volumen/volumen
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Introduccion y Antecedentes

El pancreas es un érgano secretor implicado en el metabolismo, tanto a nivel endocrino
como exocrino. En su mayor parte esta constituido por un parénquima exocrino, que
facilita la digestién excretando enzimas digestivas y bicarbonato al duodeno. El
pancreas endocrino esta organizado en micro-6rganos secretores conocidos como

islotes de Langerhans, distribuidos heterogéneamente en el volumen pancreatico.

Estos micro-6rganos esféricos tienen un diametro de 200-300 ym, y contienen de 1000
a 2500 células (Rorsman and Ashcroft, 2018). Ademas de macrofagos residentes e
inervaciones neurovasculares, los islotes contienen cinco tipos de células
especializadas en la secrecion de hormonas implicadas en el metabolismo de la

glucosa.

Los dos tipos celulares mas estudiados del pancreas endocrino son las células q,
secretoras de glucagédn, y las células B, secretoras de insulina, ya que constituyen la
mayor parte de la poblacion celular del islote tanto en el ser humano como en rata y

ratéon (Figura 1), los modelos animales por excelencia en diabetologia.
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Figura 1. Esquema comparativo de la citoarquitectura del islote de Langerhans de rata
(mitad superior) y humano (mitad inferior). Representa un corte histoldgico en el que se
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detallan las proporciones de cada tipo celular en funcién de la principal hormona que
secretan, asi como la distribucion y diferencias entre los islotes situados en las zonas
ventral y dorsal pancreaticas. Tomado de: Suckale J & Solimena M., 2008.

La funcion secretora de insulina de la célula B es esencial para la supervivencia del
organismo y, por lo tanto, debe mantenerse en condiciones dptimas durante todo la vida.
En los humanos, la poblacion de célula B es practicamente constante a lo largo de la
vida, siendo la neogénesis y la muerte celular eventos poco frecuentes (Rhodes, 2005).
Cuando la funcion y/o la masa de célula B pancreatica disminuyen, se desencadena una

serie de sucesos complejos a nivel del organismo que dan lugar al inicio de la diabetes.

La diabetes es una enfermedad crénica, caracterizada por la incapacidad del pancreas
endocrino de secretar insulina, o de secretarla en cantidad insuficiente para mantener
la homeostasis de la glucosa. Este fallo conduce a la hiperglucemia, o concentracion
elevada de glucosa en sangre. Actualmente, la diabetes no tratada sigue siendo una
enfermedad letal, ya que la hiperglucemia sostenida a largo plazo provoca graves dafios
en multiples organos y tejidos, con complicaciones como neuro y nefropatias,

retinopatias, y dano micro y macrovascular.

Segun la estimacion de 2019 de la Federacion Internacional de Diabetes, 463 millones
de adultos padecen diabetes en el mundo, la mitad de los cuales no estan
diagnosticados. La prevalencia de esta enfermedad va en aumento, y se espera que
alcance los 700 millones de casos en 2045 (IDF, 2019).

Existen dos tipos principales de diabetes atendiendo a su etiologia: la diabetes tipo 1y
la diabetes tipo 2. La diabetes tipo 1 se caracteriza por un ataque autoinmune y selectivo
alas células B pancreaticas, generalmente antes de los 18 anos. Este ataque se produce
en individuos con predisposicién genética, y se desencadena por un detonante
ambiental, con gran probabilidad causado por una infeccién viral (Richardson and
Morgan, 2018). Existen mas de 50 regiones genéticas asociadas al riesgo de padecer
diabetes tipo 1, y mas de un 80 % de ellas se expresan en el pancreas endocrino y las
células B (Eizirik et al., 2012; Marroqui et al., 2015 a). Muchos de estos loci regulan
etapas clave en el reconocimiento de sefales de peligro e inmunidad innata. En la
patogénesis de la diabetes tipo 1, los islotes de Langerhans sufren la infiltracion de
linfocitos T autorreactivos y macrofagos. El sistema inmune ataca especificamente a las
células B gracias al reconocimiento de neoantigenos que las células B presentan en su
superficie celular (Eizirik, Pasquali and Cnop, 2020). Estos son antigenos peptidicos no
expuestos con anterioridad al sistema inmune, que generan una fuerte respuesta

durante las primeras etapas de la infiltracion inmunitaria.



Las citoquinas y quimioquinas secretadas por linfocitos, macréfagos y la propia célula 8
(Eizirik et al., 2012) generan una inflamacion local de los islotes conocida como insulitis,
inducen estrés de reticulo endoplasmatico (ER) y activan vias proapoptéticas en la
célula B (Cnop et al., 2005). En este microambiente proinflamatorio, los linfocitos T
citotoxicos inducen la apoptosis por secrecién de perforinas y granzimas (Gysemans,
Callewaert, Overbergh and Mathieu, 2008), y a través de la senalizacién Fas/FasL por
contacto directo con las células 3. Cuando el 80% de la masa de célula 3 ha sido
eliminada, la capacidad secretora de la poblaciéon celular restante es incapaz de
mantener la normoglucemia y se produce el debut clinico de la enfermedad (Vincenz et
al., 2011).

En este complejo escenario, se establece una comunicaciéon multidireccional entre
linfocitos, macréfagos y células B, mediada a través del efecto de las quimioquinas y de
las citoquinas. La interleuquina 1B (IL-1B) y el interferén y (IFN-y) son dos de las
principales citoquinas secretadas por macrofagos vy linfocitos, respectivamente. Por si
mismas, no producen un efecto deletéreo en la célula B (Gysemans, Callewaert,
Overbergh and Mathieu, 2008), pero su combinacion tiene un efecto sinérgico

fuertemente proapoptético (Gurzov and Eizirik, 2011).

La combinacion de IFN-y e IL-1B activa diferentes vias de sefalizacién: la via JNK, la
induccién de iINOS (6xido nitrico sintasa inducible) y el aumento del estrés de ER a
través de NFkB inhiben proteinas de la familia BCL-2 antiapoptéticas como BCL-XL y
Mcl-1 (Eizirik, Colli and Ortis, 2009) (Figura 2). Ademas, la sefializacion a través del
receptor de IFN-y activa la via JAK/STAT-1, por la que se modula la expresién de genes
de respuesta primaria al estrés (Gysemans, Callewaert, Overbergh and Mathieu, 2008).
Si el estrés inducido por las citoquinas no es rapidamente revertido, se alcanza un punto

de no retorno en la induccién de la via intrinseca de la apoptosis.

Por otra parte, la diabetes tipo 2, que supone aproximadamente el 90% de los casos de
diabetes a nivel mundial (IDF, 2019), se caracteriza por una disminucién progresiva de

la funcién y masa de la célula B pancreatica debido al estrés metabdlico.

Aunque se han determinado diferentes loci de susceptibilidad a diabetes tipo 2 (Cnop et
al., 2013), el ambiente juega un mayor papel en su patogénesis. Los dos factores de
riesgo de la diabetes tipo 2, insulinorresistencia sistémica y secrecion de insulina
deficiente, se dan en grupos de poblacion en aumento: personas con obesidad
abdominal, sobrepeso, y de edad avanzada, entre otros (IDF, 2019). El estilo de vida
sedentario y una dieta hipercaldrica rica en grasas saturadas son dos grandes factores

de predisposicion para la diabetes tipo 2 (Cnop et al., 2005), favoreciendo la resistencia
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a la insulina en organos y tejidos periféricos y forzando a la célula 8 a poner en marcha

mecanismos compensatorios de sintesis y secrecion de insulina.

Cuando la insulinorresistencia se cronifica, estos mecanismos adaptativos terminan por
fallar por disfuncion de la célula 8, produciéndose un acoplamiento deficiente entre la
deteccion de la glucosa y la respuesta secretora de insulina (Cerf, 2013). Como
consecuencia, la secrecion de insulina es insuficiente e incapaz de suplir los

requerimientos metabdlicos del organismo, produciéndose la hiperglucemia.

La disfuncion de la célula B es consecuencia del aumento de estrés de ER por la alta
demanda de sintesis, plegamiento y procesamiento de proinsulina en las condiciones
de estrés metabdlico caracteristicas de la obesidad. Esto se evidencia en el aumento de
volumen del organulo (Marroqui et al., 2015 b) y la acumulacion toxica de proteinas mal
plegadas de polipéptido amiloide (Costes, 2018) en islotes de pacientes de diabetes tipo
2.

La hiperglucemia produce glucotoxicidad en la célula 3, aumentando el estrés oxidativo
y la produccion de especies reactivas de oxigeno para metabolizar el exceso de glucosa
(Poitout and Robertson, 2008). Simultaneamente la concentracion fisiopatolégica de
palmitato en diabetes tipo 2 induce la apoptosis en un proceso conocido como
lipotoxicidad, en el que se observa la activacion de vias de estrés de ER, ademas del
agotamiento de la reserva de Ca?* del organulo (Cunha et al., 2008; Gurzov and Eizirik,
2011). De esta forma, la masa de célula 3 disminuye con el transcurso de la diabetes
tipo 2, siendo la apoptosis de células 3 la consecuencia final de su disfuncion, y no la

causa de la diabetes tipo 2 (Rahier et al., 2008).

Al igual que en el caso de la diabetes tipo 1, el estrés de ER aumenta la expresion de
proteinas de la familia BCL-2, como PUMA y DP5, que favorecen la apoptosis (Figura
2), e inhibe las antiapoptoéticas MCL-1 y BCL-XL, siguiendo la via intrinseca de la
apoptosis hasta la permeabilizacién de la membrana mitocondrial externa (MOMP, del

inglés Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization).
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Figura 2. Vias de sefalizacion de apoptosis mitocondrial en célula B pancreatica. Vias
inducidas por citoquinas proinflamatorias IL-18 e IFN-y (izquierda) y por lipotoxicidad del
palmitato (derecha). Editado de: Gurzov and Eizirik, 2011.

En la via intrinseca de la apoptosis, las proteinas de la familia BCL-2 juegan un papel
fundamental. Su equilibrio determina si una vez detectado un estimulo proapoptético, la
célula prosigue o no hacia la muerte celular por MOMP. Este equilibrio depende en gran

medida de la duracién de la sefial proapoptética (Grunnet et al., 2009).

Estimulos como el estrés de ER vy las citoquinas proinflamatorias son detectados por
proteinas de la familia BCL-2 denominadas sensibilizadoras “BH3-only”, al ser éste el
Unico dominio, de los cuatro que identifican a la familia (BH1 a BH4), en el cual conserva

homologia con los demas miembros (Alberts et al., 2010).

La deteccién del estimulo proapoptotico activa las proteinas sensibilizadoras “BH3-only”

a nivel transcripcional, como es el caso de DP5, o mediante desfosforilacion, como
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ocurre en la proteina BAD (Gurzov and Eizirik, 2011). Una vez activadas, inhiben el
secuestro de proteinas activadoras “BH3-only” al competir especificamente por su sitio
de union en proteinas antiapoptéticas, como BCL-XL o BCL-2, que se encuentran

principalmente en la superficie del ER y mitocondrias (Figura 3).

La liberaciéon de proteinas activadoras de la apoptosis como BIM, PUMA o t-BID (la
forma truncada de BID), tiene un doble efecto. Por una parte, el modelo jerarquico
propone que su union a proteinas proapoptoticas como BAX y BAK induce la activacion
de estas ultimas mediante un cambio conformacional. La homo-oligomerizaciéon de
estas proteinas en la superficie de la membrana externa mitocondrial genera un poro
que libera las proteinas de la matriz, entre ellas el citocromo ¢ (Scorrano and Korsmeyer,
2003).

Este es un punto de no retorno, ya que una vez liberado al citoplasma, el citocromo ¢ se
une a la proteina adaptadora activadora de procaspasas Apaf-1, generando un complejo
proteico denominado apoptosoma. El apoptosoma recluta y activa caspasas 9 (Cas9)
activadoras, que a su vez procesan a caspasas efectoras 3 (Cas3) y 7 (Cas7), iniciando
la apoptosis (Alberts et al., 2010).

En cambio, el modelo de activacién indirecta propone que el propésito de todas las
proteinas “BH3-only” es impedir la interaccion entre la proteina inhibidora de la apoptosis
BCL-XL y las proteinas BAX y BAK, inherentemente activas (Billen et al., 2008).

Ambos procesos se dan en la célula 3, y se ha comprobado que BCL-XL inhibe la MOMP
de dos maneras distintas: 1) al competir con la forma monomérica de BAX por la unién
a la proteina activadora t-BID; y 2) al unirse a mondmeros de BAX, impidiendo que BAX
oligomerice (Billen et al., 2008). Ademas, actua trasladando BAX al citosol (Banjara,

Suraweera, Hinds and Kvansakul, 2020).

Apoptosis
- Antiapoptéticas Activacion Cas3
Estfmu|o< \j/ \/ /\ . Activacion Cas9
BAD t-BID I
- Apoptosoma
BH3-only BH3-only I
Sensibilizadoras ARVDHGRES
j Citocromo ¢

Proapotdticas
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Figura 3. Representacion esquematica de los modelos jerarquico y de activaciéon
indirecta en la regulacion de la via intrinseca de la apoptosis. Cuando un estimulo
proapoptoético es detectado por las proteinas BCL-2 BH3-only como DP5 y BAD. Su
activacion libera a las proteinas BH3-only” como t-BID de las proteinas antiapoptoticas,
al unirse competitivamente a estas ultimas (proteina antiapoptoética BCL-XL en la figura).
Las proteinas activadoras liberadas inducen un cambio conformacional en las
proapoptdéticas, permitiéndoles oligomerizar en la membrana externa de la mitocondria
y formar un poro. La liberacién al citoplasma del citocromo ¢ permite la formacion del
apoptosoma y la activacién de las caspasas 9 y 3, iniciando la apoptosis.

Un hecho a destacar es que la célula a pancreatica no entra en apoptosis en diabetes
tipo 1 ni en diabetes tipo 2, aunque esté expuesta al mismo ambiente proapoptotico que
la célula B, y muestre las mismas senales de estrés de ER. La célula a de rata expresa
significativamente mas BCL-XL y BCL-2 que la célula B, tanto basalmente como en
respuesta a una concentracion fisiopatoldgica de palmitato (Marroqui et al., 2015 b,
Figura 4), llegando a una expresion de BCL-XL 7 veces mayor que la de la célula § en
condiciones basales. Ademas, el silenciamiento del ARN mensajero de la proteina BCL-

XL pero no de BCL-2 equipara los niveles de apoptosis inducida por palmitato.
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Figura 4. La célula a pancreatica de rata es resistente a apoptosis inducida por palmitato
en comparacién con la célula B, gracias a su mayor expresion de BCL-XL. (A) El
porcentaje de apoptosis inducido por palmitato (Palm) es significativo respecto al control
en célula B a diferencia de en célula q, y es significativamente mayor que en célula a en
presencia de palmitato. (B) La célula a sobreexpresa BCL-XL en presencia de palmitato.
(C y D) La inhibicion mediante RNA de interferencia (siRNA) en célula a equipara los
valores de apoptosis inducida por palmitato a los de la célula B. Tomado de Marroqui et
al., 2015 b.

Resulta de especial interés plantearse si la mayor supervivencia de la célula a
pancreatica frente a estimulos proapoptéticos caracteristicos de los dos tipos de
diabetes predominantes podria emularse en la célula B, ya que una aproximacion
terapéutica que lograse evitar o disminuir la pérdida de masa de célula 8 podria retrasar
o evitar el desarrollo de diabetes. Basado en los resultados descritos previamente, la
proteina antiapoptética BCL-XL parece ser un blanco terapéutico prometedor. Esta
proteina forma parte de la familia de proteinas BCL-2, reguladoras esenciales de la via

intrinseca de la apoptosis.

BCL-XL es una de las dos proteinas que rinde por splicing alternativo del exén 2 del gen
BCL2L1 (BCL-2 like 1), localizado en el cromosoma 20q11.21 (Stevens and Oltean,
2019). La traduccién de BCL2L 1 da lugar a la proteina BCL-XL (BCL-X long isoform) de
233 aminoacidos y a BCL-XS (BCL-X short isoform) de 170 aminoacidos. Esta ultima
antagoniza mediante su unién la funcién antiapoptética de BCL-XL y de BCL-2, pero su
splicing alternativo esta fuertemente regulado, favoreciendo en condiciones normales
una alta relacion BCL-XL/BCL-XS (Michels et al., 2013). A diferencia de la isoforma corta
de BCL-X, BCL-XL conserva los 4 dominios de homologia caracteristicos de la familia
BCL-2.

Es una proteina monomérica de 25 kDa, compuesta por 8 hélices a (Figura 5) y un
segmento transmembrana en su extremo C-terminal que le permite anclarse a las
membranas de diferentes organulos, como la membrana del ER, la membrana
citoplasmatica o la envuelta nuclear. Principalmente colocaliza con la mitocondria,

donde ejerce su funcion antiapoptética (Luciani et al., 2013).
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Figura 5. Estructura tridimensional de BCL-XL, obtenida por difraccién de rayos X. Esta
constituida por una unica cadena aminoacidica que da lugar a 8 hélices a. PDB: 1MAZ.
(Muchmore et al., 1996).

La funcién antiapoptética de BCL-XL consiste en su capacidad para secuestrar a
proteinas de la familia BCL-2 activadoras de la apoptosis y proapoptéticas, inhibiendo
la formacion de poros en la membrana mitocondrial externa, cuya formacion supone un
paso irreversible en la via intrinseca de la apoptosis. Ademas, BCL-XL es capaz de
unirse y secuestrar a p53, de conocida actividad proapoptética, por lo que en células
tumorales su sobreexpresion induce resistencia a la quimioterapia. Su union al canal
anionico VDAC1 (canal aniénico dependiente de voltaje 1) en la membrana mitocondrial
externa, inhibe la transicion de permeabilidad mitocondrial (MPT), un fendmeno
proapoptético por el cual aumenta abruptamente la permeabilidad a solutos pequenos

en la membrana mitocondrial interna (Michels et al., 2013).

BCL-XL es una proteina esencial para la supervivencia y funcion de diversos tipos
celulares: su accién es critica en la supervivencia y funcion de las plaquetas (Mason et
al., 2007; Harper and Poole, 2012), regula negativamente la formacion del inflamasoma
(Faustin et al., 2009) y favorece el establecimiento de las sinapsis neuronales al inducir

la actividad GTP-asa de DRP1 y la consecuente fision mitocondrial (Li et al., 2008).

Esta relacion también se encuentra en la célula B pancreatica. Un estudio de 2004 de
Chen et al., demostro que el factor de crecimiento similar a insulina 1 (IGF-1) es capaz
de proteger frente a la diabetes tipo 1 a ratones diabéticos no obesos, disminuyendo la
apoptosis en células 3 al aumentar la expresion de BCL-2 y BCL-XL. Por otra parte, el
silenciamiento del gen BCL2L1 en islotes de ratdon induce hipersensibilidad a citoquinas

proinflamatorias (Carrington et al., 2009) y el aumento de su expresiéon en célula B
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mediante un vector adenoviral inhibe el efecto deletéreo de las citoquinas y la

sobreproduccién de d6xido nitrico (Hololan et al., 2008).

La funcién de BCL-XL no es solo importante en células 3 adultas, su expresiéon es
también fundamental en la supervivencia de las células pancreaticas durante los

procesos de diferenciacién de células madre pluripotenciales (Loo et al., 2020).

Su capacidad para limitar los efectos deletéreos del estrés en la célula 3 pancreatica
humana fue probada por Klein et al. en 2004. Estos investigadores demostraron que la
insercion de la proteina BCL-XL o de su subunidad BH4 en un constructo con el péptido
de penetracién celular de HIV-1 era capaz de inhibir la apoptosis en islotes humanos,

mejorando su viabilidad para trasplante.
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Objetivos

El objetivo principal de este trabajo toma como referencia los resultados obtenidos por
Marroqui et al., 2015 (b). Los autores demostraron que, frente a un estrés metabdlico
como la concentracion fisiopatolégica de palmitato caracteristica de la diabetes tipo 2,
el estrés de ER en la célula a es igual o superior al de la célula B pancreatica. También
probaron que la mayor expresion de la proteina antiapoptética BCL-XL en la célula q,
tanto en condiciones basales como de estrés metabdlico, protegia a este tipo celular de

la apoptosis inducida por palmitato.

Por tanto, consideramos que la mayor expresion de BCL-XL en la célula a pancreatica
puede estar jugando un papel fundamental en la supervivencia de este tipo celular en el
microambiente proapoptotico del islote en diabetes tipo 1 y diabetes tipo 2. Bajo este
supuesto, proponemos que la sobreexpresion de BCL-XL en la célula B pancreatica
puede tener un efecto protector frente a la apoptosis en las condiciones caracteristicas

de la diabetes tipo 1 y diabetes tipo 2.

El objetivo principal de este trabajo es evaluar el efecto en la viabilidad y funcion de la
célula B al sobreexpresar BCL-XL mediante un vector adenoviral, en dos modelos
celulares de célula B: EndoC-BH1 e INS-1E, de origen humano y de rata,

respectivamente. Para ello, se abordaran los siguientes objetivos secundarios:

1) Optimizar un sistema de sobreexpresion de BCL-XL basado en la infeccién con
vectores adenovirales, confirmando la sobreexpresiéon de BCL-XL mediante
Western Blot e inmunocitofluorescencia (ICC), y determinando la inocuidad de la

carga viral utilizada mediante la tincion Hoechst 33342/yoduro de propidio.

2) Analizar el efecto de la sobreexpresion de BCL-XL en las oscilaciones de Ca?*
intracelular en respuesta a estimulos secretores: concentraciéon estimulatoria y

no estimulatoria de glucosa, y cloruro potasico.

3) Analizar la funcion secretora de insulina de las células con sobreexpresiéon de

BCL-XL frente a diferentes estimulos mediante ELISA.

4) Evaluar la viabilidad celular empleando la tincion Hoechst 33342/yoduro de
propidio de células 3 con sobreexpresiéon de BCL-XL por infeccién con un vector
adenoviral, en condiciones que simulen la insulitis de la diabetes tipo 1 (mediante
un coctel de citoquinas) y la lipotoxicidad de la diabetes tipo 2 (mediante una

concentracion fisiopatoldgica de palmitato).
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Procedimiento experimental

Manejo y uso de lineas celulares

En este trabajo se emplearon dos lineas celulares de célula B pancreatica: INS-1E,
obtenida de insulinoma de rata (Asfari et al., 1992) y EndoC-BH1, obtenida de yemas

pancreaticas embrionarias humanas (Ravassard et al., 2011).

Para el crecimiento y uso de la linea celular INS-1E (cedida por el Dr. C. Wollheim,
Departamento de Fisiologia Celular y Metabolismo, Universidad de Ginebra, Ginebra,
Suiza), se utilizé medio RPMI 1640 suplementado tal como se describe en la Tabla 1

del Anexo 1.

En los experimentos, se sembraron las células INS-1E en placas de 96 pocillos de
plastico Nunc (T-C plate 96-well, SARSTEDT) o en cubreobjetos recubiertos de polilisina
(Sigma) para los experimentos de registro de Ca?* intracelular. Se utilizaron las células

hasta el pase 80.

En el caso de la linea celular EndoC-BH1 (Univercell-Biosolutions), el mantenimiento y
siembra de células para experimentos se realizé utilizando medio completo OPTI(31
(Endocells, Univercell-Biosolutions). Las células se sembraron sobre un recubrimiento
de Matrigel (fibronectina + matriz extracelular, Univercell-Biosolutions) en placas de 96
pocillos (TPP, Tissue Culture Cell Plasticware) o en cubreobjetos de vidrio estéril

recubiertos con Matrigel para los registros de Ca?* intracelular.

El Matrigel se prepard diluyendo 120 puL de matriz concentrada BCOAT (Univercell-
Biosolutions) en 9.9 mL de medio DMEM (Gibco) con concentracion 4.5 g/L de glucosa
(Sigma) y 100 pL de solucion 100x Penicilina/Estreptomicina (Gibco). Se trabajé con

células hasta el pase 80.

Los cultivos se mantuvieron a unas condiciones estables de 37°C, 95% humedad y 5%
COs.. Para los experimentos de registro de Ca?*, viabilidad y secrecion, se sembraron

diferentes densidades celulares segun el tipo celular (Tabla 1).

INS-1E EndoC-BH1

Registro Ca?* (células/cubrebjetos) 1.5-10° 1.5-10°
Viabilidad (células/pocillo) 1.5-10* 4.5-10*
Secrecion (células/pocillo) 1.5-10* 7.0-10%

Tabla 1. Numero de células sembradas por pocillo para los experimentos de imagen de
Ca?" intracelular, viabilidad y secrecion en las lineas celulares INS-1E y EndoC-BH1.
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Sobreexpresion de BCL-XL

Para sobreexpresar la proteina BCL-XL se infectaron células INS-1E y EndoC-BH1 con
un vector adenoviral, adBcl-XL (Ad5-CMV-bcl2-1, Sirion, Alemania) que contenia un
plasmido con el gen Bcl-XL de rata NM_001033672, bajo el promotor de CMV.
Paralelamente, se infectaron células de ambas lineas celulares con el vector adenoviral
adLuc (Ad-CMV-Luc2, Sirion, Alemania), que contenia un plasmido idéntico para la

expresion del gen de la luciferasa como control negativo.

Se diluyeron los virus mediante titulacion a una concentraciéon de 5 virus por célula (o
M.O.I. 5: multiplicidad de infeccion 5). Para ello, se calculd el numero de células del
pocillo o del cubreobjetos como las células sembradas inicialmente por el numero de
divisiones ocurridas en 72 horas. El tiempo medio de duplicacion es especifico de cada

linea celular: para INS-1E es de 36 horas y para EndoC-BH1 es de 96 horas.

Para su infeccion, las células se incubaron durante 3 horas a 37°C con la concentracion
de virus calculada en funcién de la densidad celular en 100 uL de medio de infeccion.
La composicion del medio de infeccion para INS-1E es la misma que la del medio
completo, pero carece de antibidticos. La composicion del medio de infeccién para
EndoC-BH1 esta descrita en la Tabla 2 del Anexo 1.

Transcurrido el tiempo de incubacién, se cambié el medio de infeccion con medio
completo de cultivo en el caso de las células INS-1E o medio completo suplementado
con 2% viv FBS en las células EndoC-BH1. Los experimentos se realizaron

semanalmente, siguiendo el cronograma a continuacion (Figura 6).

Dia 0 Dia 3 Dia 5 Dia7

O O O -O O- o—>
Siembra Infecciéon Tratamientos Viabilidad
de células Registro Ca?* Secrecion

Figura 6. Cronograma semanal de experimentos con lineas celulares.
Secuencialmente: 72 horas después de su siembra, se sobreexpresé BCL-XL en las
células mediante infeccidon con vectores adenovirales. 48 horas post-infeccion, se
aplicaron los tratamientos, cuya duracién fue de 48 horas, o bien se realizaron los
registros de Ca?* intracelular. Finalmente, se realizaron los ensayos de viabilidad y
secrecion de insulina. La efectiva sobreexpresion de BCL-XL se comprobé mediante
ICF y/o WB. El resultado del ensayo de secrecion de insulina se evalué mediante ELISA.
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Inmunocitofluorescencia (ICF)

Se confirmd la sobreexpresion de BCL-XL en las células infectadas mediante
inmunocitofluorescencia (ICF), utilizando un anticuerpo especifico frente a BCL-XL.

Las células fijadas se lavaron 3 veces con PBS (Biowest) y se permeabilizaron con una
solucion 3% v/v Triton X-100 (Merck) en PBS durante 5 minutos. Una vez lavado el
detergente con PBS, se bloquearon los cubreobjetos con tampén de bloqueo

(composicion descrita en la Tabla 4 del Anexo 1) durante 1 hora en agitacién a RT.

Se empled un anticuerpo primario anti-BCL-XL monoclonal de conejo (Cell Signaling)
en dilucion 1:200 en tampdn de bloqueo durante toda la noche en agitacion leve. Al dia
siguiente, se lavo el anticuerpo primario con PBS y se incubaron los cubreobjetos con
el anticuerpo secundario (policlonal de cabra anti-ratén Alexa Fluor 568, Invitrogen) a
concentracion 1:500 en tampon de bloqueo. Se mantuvo durante 1 hora en agitaciéon a
RT.

Finalmente, se lavd el anticuerpo secundario y se tifieron los nucleos mediante
incubacién con 10 pg/mL de sonda Hoechst 33342 (Invitrogen) en 1 mL de BSA 3%
durante 10 minutos en agitacién a RT. Esta sonda fluorescente es capaz de intercalarse

en el DNA, marcando los nucleos de color azul en el microscopio de fluorescencia.

A continuacion, se lavaron los cubreobjetos con PBS y se observo la fluorescencia
celular en un microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse TE-2000-V) con una camara
acoplada (Nikon digital camera DMX 1200C), utilizando un led (Cool led PE-300 whiel)

para excitar los fluoréforos.

La imagen obtenida se analizé utilizando el software libre Fiji (Imaged). La longitud de
onda de emision del anticuerpo secundario se encuentra entre el color naranja y el
amarillo en el espectro de luz visible, y el programa utilizado permite separar las capas
correspondientes a los 3 colores base de la imagen: rojo, azul y verde, apareciendo la

fluorescencia del anticuerpo secundario en la capa roja.

En las fotografias de células infectadas con adBcl-XL se ajustd el umbral minimo de
intensidad de la capa roja para que coincidiese con la intensidad de las células
infectadas con adLuc. De este modo, se pudo comparar la intensidad de fluorescencia
en las células que sobreexpresaban BCL-XL frente a la intensidad de fluorescencia
correspondiente a su expresion enddgena. A continuacién, se analizo la intensidad de

fluorescencia de cada fotografia como el nUmero de pixeles de la capa roja normalizado
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por el numero de células, expresandose en intensidad/n® de células (u.a., unidades

arbitrarias), obtenida mediante el contaje de nucleos de la capa azul (Figura 7).
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Figura 7. Esquema explicativo del modo de cuantificacion de las imagenes ICF. En
primer lugar, se separaron los canales (rojo, verde y azul). En el canal rojo, se ajusto el
umbral de fluorescencia de las fotografias adBcl-XL para que coincidiese con el de las
fotografias adLuc y a continuacion se midié dicha intensidad de fluorescencia. En el
canal azul, se contaron los nucleos. La intensidad de fluorescencia se expresé como

unidades arbitrarias (u.a.) por nimero de células.

Registro de Ca?* intracelular

Para evaluar el efecto de la sobreexpresion de BCL-XL en la funcién de la célula 3
pancreatica, se analizaron las oscilaciones de Ca?* intracelular frente a diferentes
estimulos secretores. Estos experimentos se realizaron 48-72 horas después de la

sobreexpresion de BCL-XL.

El registro de Ca?" intracelular permite analizar en tiempo real las oscilaciones de
concentracion de Ca?* citosolico que se producen en células B individuales en respuesta
a estimulos fisioldgicos y metabdlicos. Estas oscilaciones son las responsables de la
fusién de los granulos de insulina a la membrana plasmatica para su secrecion, y su
duracién y frecuencia determinan la intensidad de la respuesta secretora (Barbosa et
al., 1998).
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Esta técnica requiere del uso de la sonda fluorescente ratiométrica Fura-2/AM
(Invitrogen), cuya forma acetoximetil (AM) accede por difusién pasiva al interior celular.
Una vez en el citoplasma, es digerida por esterasas intracelulares inespecificas a su
forma polar no difusible. El espectro de excitacién de esta sonda difiere si se encuentra
unida o no a Ca?*, presentando un maximo de excitacion a 340 nm en su forma unida y
a 380 nm en su forma libre. Esto permite calcular la razén de fluorescencias F340/380,
donde aumentos en este valor implican un aumento en la concentracion de Ca?

intracelular.

La sonda Fura-2/AM se preparo previamente a una concentracion de 2 ng/uL en DMSO
(Sigma). Para la incubacion de las células, se diluyd a una concentracion de 2 ng/mL en
medio de perfusion (composicién descrita en la Tabla 3 del Anexo 1), durante 30 minutos
a temperatura ambiente (RT) en una camara humeda. Se afadi6é una concentracién no
estimulatoria de glucosa al medio con la sonda, que para INS-1E fue de 3 mM y para
EndoC-BH1 fue de 0 mM glucosa.

Los estimulos secretores se prepararon diluyendo la cantidad apropiada de glucosa y

KCI para establecer las siguientes condiciones:

- Concentracién no estimulatoria de glucosa (0 0 3 mM glucosa).
- Concentracion estimulatoria de glucosa (20 mM glucosa).

- 20 mM glucosa mas 30 mM KCI.

Se observo la razén de fluorescencias en respuesta a cada estimulo utilizando un
microscopio de fluorescencia (Zeiss Axiovert 200) acoplado a un policromador (TILL
Photonics) y a un ordenador con el software Aquacosmos 2.6 para el analisis de los
registros. Todos los registros se realizaron dentro de un rango de temperaturas estable
de 33-37°C.

Tras cada registro, las células se fijaron con una solucién acuosa de 4% v/v
paraformaldehido (VWR prolabo chemicals) durante 10 minutos para su posterior uso
en ICF.

La respuesta de Ca?* se evalué como el area bajo (AUC) la curva de las oscilaciones de
Ca?" intracelular. Para ello, se establecio una linea basal en el valor de fluorescencia
(F340/F380) inicial de cada registro y se calcul6 el AUC total utilizando el software
estadistico GraphPad Prism 7.0. El valor obtenido se expres6 en unidades arbitrarias

(u.a.) de area.
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Secrecion de insulina estimulada por glucosa (GSIS)

Para comprobar el efecto de la sobreexpresion de BCL-XL en la funcion de la célula j3,
se realizaron experimentos de secrecion de insulina estimulada por glucosa (GSIS) y
por otros estimulos secretores. Estos experimentos se realizaron 48 horas después de
la infeccion del cultivo, en placas de 96 pocillos (p96, para EndoC-BH1) o de 24 pocillos

(p24, para INS-1E) en células no tratadas (Figura 6).

Los estimulos secretores se prepararon diluyendo la cantidad apropiada de glucosa (G),
KCl y forskolina (F) en medio Krebs (composicién descrita en la Tabla 5 del Anexo 1)
para establecer las siguientes condiciones: concentracion no estimulatoria de glucosa,
concentracién estimulatoria de glucosa y concentracién estimulatoria de glucosa mas
un estimulo pensado para forzar la secrecién maxima de insulina. Las concentraciones
no estimulatorias de glucosa dependieron de cada linea celular, siendo de 1.7 mM
glucosa para INS-1E y de 0 mM glucosa para EndoC-BH1. La concentracion
estimulatoria de glucosa fue de 17 mM para INS-1E y de 20 mM para EndoC-BH1. Los
estimulos para la secrecion maxima utilizados fueron 10 uM forskolina para INS-1E y 10
MM forskolina o 30 mM KCI para EndoC-BH1.

En el caso de EndoC-BH1, se empled el medio Krebs comercial BKREBS (Univercell-
Biosolutions) suplementado con 0.1% w/v BSA. Todos los medios se prepararon a un
pH 7.4 equilibrado con CO: (g) y esterilizado por filtracion en un filtro con tamafio de

poro 0.2 ym.

Se comparo la respuesta de las células infectadas con adBcl-XL y las infectadas con

adLuc (Figura 8) en diferentes incubaciones secuenciales realizadas a 37 °C:

- Preincubacion. El contenido de cada pocillo se sustituyé por 200 pL (p96) o 500 pL

(p24) de medio Krebs con concentracion no estimulatoria de glucosa durante 1 h.

- Secrecion. Se sustituyd el medio de lavado por 200 pL (p96) o 500 uL (p24) de medio
Krebs con los estimulos secretores, de manera secuencial: glucosa no estimulatoria,

glucosa estimulatoria y glucosa estimulatoria mas estimulo de secrecion maxima.

Las células se incubaron durante 1 hora con cada estimulo secretor, tras lo cual se
retiraron 100 uL (p96) 0 400 uL (p24) del sobrenadante de cada pocillo para su analisis

mediante inmunoensayo ELISA antes de cambiarlo por el estimulo siguiente.

24



- Rascado. Finalizada la secrecion, se elimind completamente el medio de cada pocillo,
se anadid Tampdn de Lisis (composicién descrita en la Tabla 6 del Anexo 1) y se

recogieron las células del fondo para el analisis del contenido de insulina.

Las muestras de secrecion y de contenido de insulina se centrifugaron 5 minutos a 700

rpm, a 4°C para eliminar restos celulares y se congelaron los sobrenadantes a -20°C.

INS-1E EndoC-BH1

w O OO

Preincubacion t0 17G

t1 1.7 G 0G 0G
Secrecion 2 17 & 20G 20 G
t3 17G+F 20 G + KClI 20 G +F

Figura 8. Esquema explicativo de las incubaciones secuenciales realizadas en los
experimentos de GSIS, en células INS-1E y EndoC-BH1 infectadas con adBcl-XL o con
adLuc. Consta de una preincubacion (t0) con medio Krebs con concentracion no
estimulatoria de glucosa y tres incubaciones secuenciales (t1, t2, t3): t1 concentracion
no estimulatoria de glucosa (1.7 G para INS-1E, 0 G para EndoC- H1), t2 concentracion
estimulatoria de glucosa (17 G para INS-1E, 20 G para EndoC- BH1) y t3 concentracién
estimulatoria de glucosa mas estimulo de secrecion maxima (17 G + F para INS-1E, 20
G + KCI 6 20 G + F para EndoC- BH1). En la figura: G representa glucosa (mM), KClI
representa 30 mM de KCl y F representa 10 uM de forskolina.

Tratamientos

Una vez caracterizados los modelos celulares de sobreexpresion de BCL-XL en célula
B pancreatica, el siguiente objetivo fue comprobar si la mayor expresion de BCL-XL
juega un papel en la proteccién de la célula B frente a estimulos proapoptéticos

presentes en el desarrollo de la diabetes tipo 1 y tipo 2.

Para ello, 48 horas después de la infeccion (Figura 6), las células destinadas al ensayo

de viabilidad se incubaron con tratamientos que simularan el estrés inducido por
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citoquinas durante la insulitis en diabetes tipo 1 y un estimulo de estrés metabdlico

caracteristico de la diabetes tipo 2 (Figura 9).

Para el céctel de citoquinas, se utilizd la combinacion sinérgica de IL-1B recombinante
humana (R&D Systems, 201-LB/CF) e IFN-y. Se utilizé IFN-y de rata (R&D Systems,
585-IF) para INS-1E y humano (Peprotech, 300-02-250UG) para EndoC-BH1.

Las citoquinas se prepararon segun indicaciones del fabricante y se diluyeron en medio
completo. Las concentraciones utilizadas fueron: 100 U/mL de IFN-y y 10 U/mL de IL-
18 para INS-1E, y 1000 U/mL de IFN-y y 50 U/mL de IL-1 para EndoC-BH1.

Para el estimulo caracteristico de la diabetes tipo 2, se reprodujo el efecto lipotdxico en
la célula B de una concentracion fisiopatolégica de 0.5 mM palmitato (Sigma) (Cunha et
al., 2008).

El medio utilizado como vehiculo del palmitato consisti6 en medio completo de cada
linea celular con las siguientes modificaciones: 1% v/v FBS, 0.67% w/v BSA (Sigma) y

0.17% vlv etanol (Panreac).
Se establecieron 2 condiciones:

- Células tratadas con el vehiculo del palmitato. Se sustituy6 el medio de cada pocillo

por vehiculo del palmitato.

- Células tratadas con 0.5 mM palmitato. Se sustituyé el medio del pocillo por vehiculo

de palmitato con 0.5 mM palmitato.

Diabetes tipo 1 Diabetes tipo 2
- OO 00O
NT IL-1B Veh Palm
IFN-y

Figura 9. Esquema representativo de los tratamientos realizados para simular las
condiciones proapoptoticas tipicas de la diabetes tipo 1 y tipo 2. Se utilizaron células
INS-1E y EndoC-BH1 infectadas con adBcl-XL frente a infectadas con adlLuc. Para
representar los estimulos de la diabetes tipo 1 se utilizé la combinacién de: 100 U/mL
de IFN-y mas 10 U/mL de IL-1B (para INS-1E) o 1000 U/mL de IFN-y mas 50 U/mL de
IL-1B (para EndoC-BH1), y se enfrentaron a pocillos no tratados (NT). Para el estimulo
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caracteristico de la diabetes tipo 2, se trat6 con vehiculo del palmitato (Veh) o con medio
de palmitato mas 0.5 mM palmitato (Palm).

Evaluacion de la viabilidad celular

Tras 48 horas de tratamiento, las células se incubaron con dos agentes intercalantes
del DNA: la sonda fluorescente Hoechst 33342 y yoduro de propidio, PI (Sigma) (tincion
HO/PI) durante 15 minutos a 37°C en medio de cultivo de cada linea celular. Estos
fluoroforos tienen longitudes de onda de excitacion/emision diferentes y alejadas entre
si: 380/535 nm para Hoechst 33342 y 555/645 nm para Pl (Lema, Varela-Ramirez, and
Aguilera, 2011).

Ambos reactivos se prepararon previamente a una concentracion de 1 mg/mL en PBS
y se filtraron con un filtro de tamaro de poro 0.2 um (Filtropur S 0.2, SARSTEDT). Para
la tincion en INS-1E se utilizé una concentracion final de 5 ug/mL y para la tincion de

EndoC-BH1 se utilizé una concentracién final de 10 ug/mL de ambos reactivos.

Tras la incubacion, se sustituyo la mitad del volumen de cada pocillo por medio completo
de cada linea. A continuacion, se observo la fluorescencia celular utilizando un
microscopio de fluorescencia (Zeiss Axiovert 200) acoplado a una lampara de mercurio
(Zeiss Fluo-Arc).

El porcentaje de viabilidad celular se evalu6 mediante el contaje de células viables frente
a apoptoticas, en base a su diferente permeabilidad a los agentes intercalantes Hoechst
33342 y PI. Las células viables y apoptoticas tempranas conservan la integridad de su
membrana plasmatica, por lo que sélo la sonda Hoechst 33342 entra al nucleo y lo tifie

de color azul.

En las etapas iniciales de |la apoptosis, la cromatina se condensa y compacta, siendo
posible reconocerlas mediante esta técnica por un color azul mas intenso de sus
nucleos. Las células apoptodticas tardias tienen la membrana comprometida, por lo que
son incapaces de mantener el Pl fuera del citoplasma, y éste tifie los nucleos de color

rojo (Figura 10).
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Figura 10. Esquema explicativo del funcionamiento de la tincion HO/PI. Las células
viables expulsan el Pl, mientras que el Hoechst 3342 tifie el nucleo de color azul. El
nucleo condensado de las células apoptdticas tempranas se distingue por un tono de
azul mas intenso. Las células apoptéticas tardias pierden la impermeabilidad al Pl y éste
tife los nucleos de color rojo.

Por sus caracteristicas inherentes, esta técnica requirié del doble contaje de los pocillos
por parte de dos investigadores diferentes, siendo uno de ellos un investigador imparcial,
es decir, desconocedor del contenido o tratamiento de los pocillos. Se contaron al menos

500 células de cada pocillo.

ELISA

Se analiz6 cuantitativamente el resultado del ensayo de secrecién de insulina mediante
un kit ELISA frente a insulina de rata (Mercodia) o frente a insulina humana (Mercodia).
El funcionamiento de ambos kits es el mismo, basado en la accién conjunta de dos
anticuerpos monoclonales anti-insulina. Se realizaron los inmunoensayos siguiendo las

indicaciones del fabricante.

La dilucion utilizada para este ensayo fue de 1:10 (v/v) para las muestras de secrecion
y 1:1000 (v/v) para las muestras de lisado celular (contenido). La representacion del

resultado de este ensayo fue diferente para cada linea celular.

Para la linea celular INS-1E, se evalué la cantidad total de proteina de los pocillos tras
el rascado mediante ensayo Bradford. El resultado del ELISA se representé como ng de

insulina secretada por mg de proteina total, y ng de contenido de insulina total
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(secretada mas el contenido celular en el lisado recogido al final del experimento) por

mg de proteina total.

Para la linea celular EndoC-BH1, se recomienda la representacién del contenido celular

en ng por millon de células; la secrecion se representd como ng de insulina por hora.

Ensayo Bradford

Se empled para la cuantificacion de proteina total en el lisado de los pocillos de INS-1E
del ensayo de secrecion de insulina (GSIS). Se empled un colorante hidrofébico, el
Reactivo de Bradford (Sigma) o Bradford Comassie azul brillante G-250, que en
disoluciéon acuosa de acido fosférico tiene un color pardo-marrén. Su interaccion
inespecifica con el entorno hidrofébico de las proteinas desplaza su espectro de

absorbancia, medible a 595 nm.

Las muestras de lisado celular se prepararon en una placa de 96 pocillos a una
concentracién 1:10 (v/v) en 10 pL de agua destilada, a la que se anadieron 200 uL de
reactivo Bradford y se midié su absorbancia en un lector de placas a 595 nm. La
concentracién de proteina total se determiné empleando una recta patron de BSA de

concentraciones 0-0.5 mg/mL.

Western Blot

Se comprobd el nivel de expresion de BCL-XL en las células infectadas con adBcl-XL
frente a las infectadas con adLuc en ambos tipos celulares, utilizando la técnica analitica
Western Blot. Esta técnica permite identificar una proteina especifica partir de una
mezcla compleja como el lisado celular. La expresion de BCL-XL (30 kDa) se comparo
con la de tubulina (55 kDa), una proteina de expresién constitutiva en el modelo de

estudio.

Se obtuvieron lisados celulares de los experimentos anteriores, utilizando el Tampén de
Lisis descrito en la Tabla 6 del Anexo 1, y se congelaron a -20°C. Para preparar las
muestras para la electroforesis, se descongelaron 40 pL de lisado celular en hielo junto
con 10 uL de tampodn de carga 5X (composicién descrita en la Tabla 7 del Anexo 1) y se
desnaturalizaron las proteinas en un termobloque (Labnet Accutherm) a 99°C durante 7

minutos.
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A continuacion, se realiz6 una electroforesis en gel comercial de poliacrilamida (Criterion
TGX, Biorad) con gradiente de concentracion de acrilamida de 4-12%. La electroforesis
se realiz6 aplicando una corriente de 110 mV durante 1.5 horas con el gel embebido en
tampodn de electroforesis TGS (diluido con agua destilada a partir de tampén 10x TGS,
Biorad). Finalizada la electroforesis, las proteinas se transfirieron del gel a una
membrana de nitrocelulosa (Biorad) mediante un sistema de transferencia semiseca a
25V durante 7 minutos (Trans Blot Turbo, Biorad).

La membrana se bloqued con una solucién de 5% w/v de leche en polvo desnatada
(Hacendado, Mercadona) en medio TBS-T (composicion descrita en la Tabla 8 del
Anexo 1), durante 1 hora en agitacién a RT. Seguidamente, se lavé con TBS-T y se
incubo durante toda la noche en agitacion a 4°C, en una solucion de 5% w/v BSA en
TBS-T con los siguientes anticuerpos primarios: anti-BCL-XL monoclonal de conejo (Cell
Signaling) en dilucion 1:1000 y anti-tubulina monoclonal de ratéon (Santa Cruz

Biotechnology) en dilucion 1:1000.

Tras lavar la membrana con TBS-T, se incubd en una solucién 1:5000 de anticuerpos
secundarios conjugados a peroxidasa de rabano (HRP), en solucion 5% de leche w/v
en TBS-T durante 1 hora en agitacion a RT. Se utilizaron anticuerpos policlonales de

cabra anti-conejo para BCL-XL, o anti-raton para tubulina (Biorad).

La deteccidon especifica de cada banda se realizé mediante la adiciéon de sustrato
quimioluminiscente (SuperSignal West Femto) de la HRP, cuya sefial se detect6 en un
transiluminador (Chemi Doc MP, Biorad). Las imagenes tomadas por el transiluminador

se editaron para su visualizacion con el software Image Lab.

Analisis estadistico

Los resultados presentados en este trabajo se muestran como media + SEM en gréficos
de barras, indicando con circulos sobre cada barra los valores de cada experimento.
Los resultados de todos los experimentos fueron analizados y representados utilizando
el software GraphPad Prism 7.0. Las comparaciones entre grupos se analizaron con test
paramétricos cuando los datos se ajustaban a una distribucion normal y mediante test
no paramétricos cuando no se ajustaban a la misma. Los test paramétricos utilizados
fueron t-test para comparacién entre dos grupos y one-way ANOVA para comparacion
entre mas grupos. Se consideré un valor de p < 0.05 como estadisticamente

significativo.
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Resultados

Sobreexpresion de BCL-XL

Se sabe que los vectores adenovirales pueden tener un efecto dosis-dependiente
negativo en la viabilidad celular, independientemente del gen que se sobreexprese
(Weber et al., 1997). Por tanto, pensamos que era necesario establecer una
concentracion viral que permita la sobreexpresion efectiva de la proteina sin afectar a la
viabilidad celular. Para ello, se determiné la concentracién viral o M.O.l. éptima para la
sobreexpresion de BCL-XL en INS-1E, evaluando el efecto en la expresion de BCL-XL
y en la viabilidad celular de los M.O.l. 0.5, 1, 5y 10 de adLuc y adBcl-XL (Figura 11). Se
empled como control negativo (Mock) células sometidas al mismo procedimiento que

las células infectadas, pero sin incluir el adenovirus.

Analizamos la sobreexpresion mediante Western Blot, observandose una mayor
expresion de BCL-XL en todos los M.O.I. de adBcl-XL utilizados, que alcanzé su maximo
en los M.O.l. 5 y 10. No se produjeron cambios en la expresién de BCL-XL endégeno
(adLuc). El porcentaje de apoptosis se evalué 48 horas después de la infeccion
mediante la tincién HO/PI. En las células infectadas con los M.O.l. 0.5, 1 y 5 de cada
vector adenoviral el porcentaje de apoptosis fue el mismo que el de las células no
infectadas (Mock), estando dentro de los valores normales de apoptosis basal para la
linea celular INS-1E, en torno al 2-3 % (Santin et al., 2011).

El uso de un M.O.l. 10 aumento el porcentaje de apoptosis hasta el 4.6 + 0.2 (adLuc),
por lo que se escogiod el M.O.I. 5 como el mas adecuado para la sobreexpresién de BCL-
XL.

A adLuc adBcl-XL
Mock 0.5 1 5 10 Mock 0.5 1 5 10

Bcl-XL andh

a-tub ——— —— —— —— W ——
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Figura 11. Optimizacién de la concentracion viral (M.O.1.) para la sobreexpresion de
BCL-XL en INS-1E. (A) Expresion de BCL-XL tras las infecciones con M.O.I. 0 (Mock),
0.5, 1, 5y 10 de adLuc y adBcl-XL. Figura representativa de un analisis Western Blot de
BCL-XL y a-tubulina. (B) Analisis la viabilidad celular tras la infeccion con M.O.l. 0
(Mock), 0.5, 1, 5y 10 con adLuc y adBcl-XL. El porcentaje de apoptosis se determind
mediante contaje tras tefir el cultivo con HO/PI. Las barras muestran media £+ SEM de
dos experimentos independientes.

Se empled ICF para evaluar el nivel de expresion de BCL-XL en células de INS-1E y
EndoC-BH1 infectadas con un M.O.l. 5 de cada vector (Figura 12). Las células se tifieron
con el agente intercalante Hoechst 33342 para marcar los nucleos (azul) y mediante
anticuerpos especificos frente a BCL-XL (rojo). Se aislo el color rojo en las fotografias y
se comparo la intensidad de fluorescencia entre las células infectadas con adLuc y con
adBcl-XL.

Se analizé la intensidad de fluorescencia de cada fotografia como el numero de pixeles
de la capa roja normalizado por el nimero de células, encontrandose un aumento de la
expresion de BCL-XL de 7 veces sobre su expresion enddégena en INS-1E (2.71 £ 0.42

u.a) y 4.9 veces frente a la expresion endégena de EndoC-H1 (4.17 + 0.54 u.a).
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Figura 12. Inmunocitofluorescencia de células de INS-1E y EndoC-BH1, infectadas con
un M.O.I 5 de adLuc y de adBcl-XL. (A) Fotografias de fluorescencia de las células. En
los paneles superiores se muestran los nucleos tefiidos de azul por la sonda Hoechst
33324 y BCL-XL marcado en rojo en los citoplasmas. En los paneles inferiores se
observa el resultado de sustraer las capas verde y azul de los paneles superiores: en
negro, intensidad de la capa roja y en blanco, ausencia de intensidad. Fotografias
tomadas a 20x. (B) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de BCL-XL en
células INS-1E infectadas con adLuc y adBcl-XL. Las barras muestran media £+ SEM de
19 imagenes de células adLuc y 19 imagenes de células adBcl-XL. (C) Cuantificacion
de la intensidad de fluorescencia de BCL-XL en células EndoC-3H1 infectadas con
adlLuc y adBcl-XL. Las barras muestran media + SEM de 24 imagenes adlLuc y 33
imagenes adBcl-XL. Los graficos muestran resultados de 8 experimentos
independientes, realizados en 3 dias diferentes (INS-1E) y 8 experimentos
independientes, realizados en 4 dias diferentes (EndoC-H1). ***p < 0.001 comparacion
con adLuc; t test de Mann-Whitney.
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Evaluacion de la funcion celular

Con el fin de analizar el efecto en la funcion celular de la sobreexpresion de BCL-XL se
analizo la capacidad secretora de insulina y la respuesta del Ca?* intracelular frente a
diferentes estimulos secretores.

Respuesta de Ca?* intracelular

Utilizamos dos tipos de estimulos, uno es un estimulo metabdlico que despolariza la
membrana, una concentracién estimulatoria de glucosa, y el otro, es un estimulo que
Uunicamente despolariza la membrana sin afectar el metabolismo, una concentracion 30

mM de KCI extracelular.

La entrada y el metabolismo de una cantidad suficiente de glucosa, en nuestro caso 20
mM de glucosa, incrementa la relacion de concentraciones [ATP]/[ADP] en el citosol y
bloquea los canales Katp, responsables del mantenimiento del potencial de reposo en
la célula B pancreatica. Su cierre despolariza la membrana plasmatica, abriendo canales
de Ca?" dependientes de voltaje y produciendo potenciales de accion. Esto causa la
entrada de Ca?* al citosol de una forma oscilatoria, como consecuencia de la actividad
eléctrica oscilatoria de potenciales de accion. Dichas oscilaciones de la concentracion

citoplasmatica de Ca?* inducen la secrecion de los granulos de insulina.

La concentracion utilizada de KCl induce la despolarizacion de la membrana plasmatica
de la célula B al alterar el gradiente de K*, dicha despolarizacién abre los canales de
Ca?* dependientes de voltaje produciendo potenciales de accion y aumentando el Ca?

citosélico. En este caso no se producen oscilaciones.

Para registrar la sefial de Ca?* intracelular empleamos la sonda fluorescente que une
Ca?", FURA-2/ en su forma acetoximetilada (AM), y el resultado se representa como la

media + SEM (error estandar de la media) de los registros de adLuc frente a adBcl-XL.

Evaluamos el efecto de la sobreexpresion de BCL-XL en INS-1E en 47 células
infectadas con adLuc y en 47 infectadas con adBcl-XL (Figura 13). En todos los registros
perfundimos una solucién que contenia una concentracion 3 mM de glucosa durante 5
minutos, y a continuacion, perfundimos una concentracion estimulatoria de 20 mM de
glucosa durante 15 minutos. Para finalizar volvimos a la concentracién de glucosa 3 mM

durante 3 minutos y, finalmente, anadimos 30 mM KCI durante 5 minutos.
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Con el fin de cuantificar la cantidad de Ca?* que entra en la célula, calculamos el AUC,

tomando como linea basal el primer valor de fluorescencia de cada registro.

Ambos grupos celulares presentaron oscilaciones normales de Ca?* intracelular,

caracteristicas de la respuesta a glucosa en la célula B pancreatica. Sin embargo, se

encontré una disminucion del 5 % en el AUC medio de las células que sobreexpresaban

BCL-XL respecto al control (859.10 + 10.47 u.a.), lo que supuso una diferencia

significativa en la respuesta de Ca?* intracelular. Cabe destacar que esta diferencia no

se encontro al analizar la respuesta de Ca?* intracelular a KCI, mostrando ambos grupos

celulares la misma amplitud del pico frente a este estimulo secretor (panel C de la Figura

13, amplitud del pico en respuesta a KCl no mostrado), ni en la concentracion basal de

Ca?" intracelular, mostrada en el panel E de la Figura 13 como la razon de fluorescencias

F340/F380.La respuesta de Ca?* intracelular de la linea INS-1E fue heterogénea, lo cual

era esperable al ser una caracteristica inherente de la célula B pancreatica (Camunas-
Soler et al., 2019; Farack et al., 2019).
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Figura 13. Efecto de la sobreexpresion de BCL-XL en la respuesta de Ca?* intracelular
a glucosa y KCI en INS-1E. (A) Registro representativo de oscilaciones de Ca?*
intracelular en respuesta a 20 mM de glucosa y 30 mM de KCI en células infectadas con
adLuc. (B) Registro representativo de oscilaciones de Ca?* intracelular en respuesta a
20 mM de glucosa y 30 mM de KCI en células infectadas con adBcl-XL. (C)
Solapamiento de los registros de oscilaciones de Ca?* intracelular en células infectadas
con adLuc (rojo) y adBcl-XL (azul). Muestra la media (linea oscura continua) + SEM
(sombreado claro) del ratio de fluorescencia F340/F380 de 47 células infectadas con
adLuc y 47 células infectadas con adBcl-XL. (D) Area bajo la curva (AUC) de los
registros de Ca?* intracelular de células infectadas con adLuc o adBcl-XL. (E) Razén de
fluorescencias F340/F380 de los 5 minutos iniciales de cada registro de Ca?* intracelular.
(D y E) Las barras muestran media + SEM de 47 células infectadas con adLuc y 47
células infectadas con adBcl-XL; **p < 0.01 en la comparacién del AUC entre adLuc y
adBcl-XL, test de Mann-Whitney. Datos de células individuales procedentes de 6
registros independientes realizados en 3 dias diferentes (adLuc) y 4 registros
independientes realizados en 2 dias diferentes (adBcl-XL).

El efecto de la sobreexpresion de BCL-XL en las oscilaciones intracelulares de Ca?* de
EndoC-BH1 se evalué en 10 células infectadas con adLuc y 12 infectadas con adBcl-XL
(Figura 14). El protocolo de estimulacién fue el mismo que el utilizado en las INS-1E
descrito anteriormente, pero empleando 0 mM de glucosa en lugar de 3 mM. Al igual
que las células INS-1E, el comportamiento oscilatorio de la concentracion de Ca?*

intracelular en las células EndoC-BH1 fue el esperado.

El célculo del AUC para las células B humanas se realizd siguiendo el mismo
procedimiento que para las células INS-1E. Se encontré un incremento significativo del
16.4 % en el AUC de las células con sobreexpresién de BCL-XL frente al control (15.1
1+ 0.3 u.a.) (panel D de la Figura 14). Como se puede apreciar en los paneles C, Ey G
de la misma figura, esta diferencia se debié a una raz6n basal de fluorescencia en las
células adBcl-XL 22.3 % mayor que en las células control, y no a una respuesta de Ca?*

intracelular diferente.
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Los registros en el panel E estan normalizados de modo que el primer valor de cada
registro parta de un valor igual a 0 para la relacion de fluorescencias F340/F380. El
analisis del AUC bajo estas condiciones (panel F de la Figura 14) no muestra diferencias
significativas. La amplitud del pico en respuesta a KCI no mostré diferencias
significativas, independientemente de la normalizacion del registro (datos no

mostrados).

La heterogeneidad en la respuesta de Ca?* intracelular de la célula B pancreatica hace
imprescindible que los registros de Ca?* intracelular se realicen en un nimero suficiente
de células para el analisis adecuado de los resultados. Por tanto, es necesario realizar
mas registros de Ca?* en esta linea celular para confirmar o rechazar los resultados

obtenidos.
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Figura 14. Efecto de la sobreexpresion de la proteina BCL-XL en la respuesta de Ca*
intracelular frente a glucosa y KCI en EndoC-BH1. (A) Registro representativo de
oscilaciones de Ca?* intracelular en respuesta a 20 mM de glucosa y 30 mM de KCl en
células infectadas con adLuc. (B) Registro representativo de oscilaciones de Ca?*
intracelular en respuesta a 20 mM de glucosa y 30 mM de KCI en células infectadas con
adBcl-XL. (C) Solapamiento de los registros de oscilaciones de Ca?" intracelular en
células infectadas con adLuc (rojo) y adBcl-XL (azul) sin normalizar. (D) Area bajo la
curva (AUC) de los registros de Ca?" intracelular representados en el panel C. (E)
Solapamiento normalizado de los registros de oscilaciones de Ca?" intracelular en
células infectadas con adLuc (rojo) y adBcl-XL (azul). (F) Area bajo la curva (AUC) de
los registros de Ca?" intracelular representados en el panel C. (G) Razon de
fluorescencias F340/F380 de los 5 minutos iniciales de cada registro de Ca?* intracelular.
(C y E) Muestran la media (linea oscura continua) + SEM (sombreado claro) de la razén
de fluorescencias F340/F380 de 10 células infectadas con adLuc frente a 12 células
infectadas con adBcl-XL. (D, F y G) Las barras muestran media £+ SEM de 10 células
infectadas con adLuc y 12 células infectadas con adBcl-XL. Datos de células
individuales procedentes de 3 registros independientes realizados en 2 dias diferentes.
***p < 0.0001 en la comparacién adBcl-XL frente a adLuc; t-test.

Secrecion de insulina estimulada por glucosa

Para realizar los experimentos de secrecion de insulina empleamos una concentracion
estimulatoria de glucosa (20mM), un estimulo despolarizante (30 mM de KCI), y un
estimulo de secrecion maxima (10 pyM de forskolina), que permitiese evaluar la
respuesta celular frente a un alto requerimiento secretor. Los estimulos despolarizante
y de secrecion maxima se aplicaron en combinacion con la concentracion estimulatoria

de glucosa.

La forskolina es una droga que activa la enzima adenilato ciclasa y, por tanto, aumenta
los niveles de AMPc, que potencian la secrecion de insulina estimulada por glucosa, de
una manera tanto dependiente como independientes de la enzima PKA (Seino and
Shibasaki, 2005).
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Las células control presentaron un incremento significativo de 3.7 veces su secrecion
de insulina al pasar a una concentracion estimulatoria de glucosa (de 95.84 + 12.64 ng
de insulina/hora). La combinacion con forskolina aumenté 13.93 veces la secrecion de
insulina (365.35 *+ 52.40 ng insulina/hora) frente a la secrecion basal. La sobreexpresion
de BCL-XL produjo una disminucion significativa de la secrecion de insulina en INS-1E
frente a 17 mM de glucosa y de 17 mM de glucosa mas 10 uM forskolina, reduciéndose
un 20.5 % y un 30.7 %, respectivamente. No se encontraron diferencias significativas
en el contenido de insulina de las células con sobreexpresion de BCL-XL frente a los

valores control (8.23 + 0.61 ng insulina/ug proteina total).
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Figura 15. Efecto de la sobreexpresion de BCL-XL en la secrecion de insulina
estimulada por glucosa y KCl en INS-1E. (A) Secrecion de insulina en células infectadas
con adLuc (rojo) o adBcl-XL (azul) en diferentes condiciones secuenciales: 1.7 mM
glucosa, 17 mM glucosa, y 17 mM glucosa mas 10 uM forskolina. (B) Contenido de
insulina (ng) por pg de proteina total. Las barras muestran media + SEM de 8
experimentos independientes para la secrecidon de glucosa, 6 de los cuales incluyeron
la secrecion frente a 17 mM glucosa mas 10 uM forskolina. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001 comparacion de la secrecion de insulina en cada grupo (adLuc o adBcl-XL) con
su secrecion de insulina a 1.7 mM de glucosa; ###p < 0.001 comparacion de la secrecion
de insulina de cada grupo con su secrecion a 17 mM de glucosa (sin adicion de
forskolina); &p < 0.05, &&p < 0.01 comparacion marcada por las lineas. ANOVA con
post-test de Tukey.

Cuando realizamos los experimentos con las células 3 humanas, la secrecion de insulina
no presentd diferencias significativas al sobreexpresar BCL-XL (Figura 16) respecto a
los valores del control, siguiendo el comportamiento normal de secrecion de insulina en
la célula B. El paso de 0 mM glucosa a una concentracién estimulatoria aumenté 3.70

veces la secrecion de insulina (de 2.30 + 0.10 a 8.51 + 0.77ng insulina/hora). Sin
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embargo, no se logro forzar la secrecion de insulina por encima de la secrecion frente
20 mM de glucosa con ninguno de los estimulos de secrecién maxima en ninguno de

los dos grupos celulares.

Estos resultados indican que la sobreexpresion de BCL-XL no afecté a la secrecién de
insulina de EndoC-BH1. Tampoco se encontraron diferencias significativas en el

contenido de insulina respecto al control (8037.29 + 261.64 ng insulina/10° células).
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Figura 16. Efecto de la sobreexpresion de BCL-XL en la secrecion de insulina
estimulada por secretagogos en EndoC-BH1. (A) Secrecion de insulina en células
infectadas con adLuc (rojo) o adBcl-XL (azul) en diferentes condiciones secuenciales: 0
mM glucosa, 20 mM glucosa, y 10 uM forskolina o 30 mM de KCI. (B) Contenido de
insulina por cada 10° células infectadas con adLuc (rojo) o adBcl-XL (azul). Las barras
muestran media £ SEM de 10 experimentos independientes (4 con forskolina, 6 con
KCI). ***p < 0.001 en comparacion con 0 mM glucosa; one-way ANOVA con post-test
de Tukey.

Evaluacion de la viabilidad celular

El efecto de la sobreexpresion de BCL-XL en la viabilidad celular de INS-1E (Figura 17)

y de EndoC-BH1 (Figura 18) se analiz6 48 horas después del tratamiento con citoquinas
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y palmitato, mediante el contaje con tincion HO/PI. El nivel de expresion de BCL-XL se
comprobd mediante Western Blot en células no infectadas con adenovirus (Mock),
infectadas con adLuc e infectadas con adBcl-XL, empleando células no expuestas a

estimulos proapoptéticos y células expuestas a citoquinas (IFN-y + IL-18) 0 0.5 mM de
palmitato.

La sobreexpresion de BCL-XL no produjo cambios en el porcentaje de apoptosis basal
de INS-1E respecto al control (infectadas con adLuc, 2.7 + 0.2 %), estando estos valores

dentro de la normalidad para la célula B pancreatica de rata.

El tratamiento con citoquinas proinflamatorias no aumenté significativamente el
porcentaje de apoptosis en las células con sobreexpresion de BCL-XL, a diferencia de
las células control, que alcanzaron un 15.3 + 0.7 % de apoptosis. Esto supuso una

proteccion del 38.8% de la apoptosis inducida por citoquinas al sobreexpresar BCL-XL.

Se realizaron 2 experimentos independientes de exposicion de células INS-1E a una
concentracion fisiopatolégica de palmitato, en los que no aumenté el porcentaje de

apoptosis. Por tanto, no fue posible valorar el efecto de la sobreexpresion de BCL-XL.

La infeccion Mock (células sometidas al mismo procedimiento que las células infectadas
con adLuc y adBcl-XL, pero sin afadir el virus) no afecto a la viabilidad ni a la expresion
de BCL-XL (resultados de viabilidad no mostrados).
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Figura 17. Efecto de la sobreexpresion de BCL-XL en la viabilidad celular de INS-1E.
(A) Figura representativa de un analisis Western Blot de BCL-XL y a-tubulina. Se
muestra la expresion basal de BCL-XL frente a la expresion en presencia de IFN-y + IL-
1B o palmitato, en células no infectadas (Mock), infectadas con adLuc e infectadas con
adBcl-XL (N=4). (B) Porcentaje de apoptosis en células infectadas con adLuc o adBcl-
XL, en ausencia (NT) o presencia de citoquinas. (C) Porcentaje de apoptosis en células
infectadas con adLuc o adBcl-XL en presencia de palmitato o de su vehiculo (Veh). El
grafico de barras muestra media £+ SEM de 2-3 experimentos independientes; *p < 0.05
comparacion con NT, #p < 0.05 comparacion con adBcl-XL mas citoquinas; RM one-
way ANOVA con post-test de Bonferroni.

La sobreexpresién de BCL-XL en la linea celular EndoC-BH1 (Figura 18) no afect6 al
porcentaje de apoptosis basal de la linea celular, que se encuentra en torno al 10 %
(Juan-Mateu et al., 2017). En cambio, las células infectadas con adBcl-XL mostraron
una reduccion significativa en el porcentaje de apoptosis mediada por citoquinas
respecto al control, que pasé de 9.2 + 0.8 % a 18.6 £ 0.5 %. Esto supuso una proteccion
del 72.9% frente la apoptosis mediada por citoquinas proinflamatorias en células con
sobreexpresion de BCL-XL.

En el caso de apoptosis mediada por estrés metabdlico, la proteccion debida a la
sobreexpresion de BCL-XL fue de un 98.6%, restaurando los valores de apoptosis a la
apoptosis basal de la linea celular. En cambio, las células con expresién exclusivamente
endoégena de BCL-XL aumentaron significativamente el porcentaje de apoptosis en
presencia de palmitato (17.6 £ 1.0 %). El vehiculo del palmitato no afecto a la viabilidad

celular.

Por tanto, existe una reduccion significativa en el porcentaje de apoptosis inducida por

citoquinas y por palmitato en célula B humana al sobreexpresar BCL-XL.
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Figura 18. Efecto de la sobreexpresion de BCL-XL en la viabilidad celular de EndoC-
BH1. (A) Figura representativa de un Western Blot de BCL-XL y a-tubulina. Se muestra
la expresién basal de BCL-XL frente a la expresién en presencia de IFN-y + IL-1 o
palmitato, en células no infectadas (Mock), infectadas con adLuc e infectadas con adBcl-
XL (N=4). (B) Porcentaje de apoptosis en células infectadas con adLuc (rojo) o adBcl-
XL (azul), en ausencia (NT) o presencia de citoquinas. (C) Porcentaje de apoptosis en
células infectadas con adLuc o adBcl-XL, en presencia de palmitato o de su vehiculo.
Los graficos B y C muestran la media + SEM de 6 experimentos independientes. En
ambos casos, se ha realizado one-way ANOVA con post-test de Bonferroni. *p < 0.05,

***p < 0.0001 comparacion con NT o Vehiculo, ##p < 0.0001 comparacion indicada por
barras.
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Discusién y Conclusiones

La diabetes es una enfermedad crénica de alta prevalencia e incidencia, que afecta a
463 millones de personas en el mundo. Tiene un gran efecto negativo en la calidad de
vida de los pacientes, que en la mayoria de los casos acaban presentando graves
complicaciones asociadas a la enfermedad tanto en diabetes tipo 1 como en diabetes
tipo 2. Ademas, el tratamiento de la diabetes y sus complicaciones supone un alto coste
econdmico para la sanidad publica. Los avances en el desarrollo de nuevas terapias
que retrasen o limiten la muerte de células B en diabetes tipo 1 y tipo 2 son
fundamentales para la mejora de la calidad de vida y el pronéstico de la patogénesis de

la diabetes, limitando a la vez el gasto publico en sus tratamientos.

La disfuncion y pérdida de masa de célula B pancreatica son los factores determinantes
de la patogénesis de la diabetes tipo 1 y tipo 2. Actualmente, los tratamientos para la
diabetes tipo 1 y tipo 2 abordan la sintomatologia de cada enfermedad, mediante la
administracion subcutanea de insulina en pacientes diabéticos tipo 1 y el tratamiento
con farmacos antidiabéticos en pacientes diabéticos tipo 2, que en estadios avanzados

de la enfermedad requieren insulinoterapia para compensar la disfuncion de la célula B.

La muerte de célula B en la diabetes tipo 1 esta mediada principalmente por dos
procesos: 1) a través de la via extrinseca de la apoptosis, en la que la activacion de los
receptores de muerte Fas por interaccion con FasL de los linfocitos T citotdxicos (Alberts
et al., 2010), y 2) a través de la via intrinseca de la apoptosis, mediada por el efecto

deletéreo de las citoquinas secretadas por macrofagos, linfocitos y la propia célula f.

Las estrategias utilizadas hasta la fecha para retrasar la apoptosis de las células 3 en
diabetes tipo 1 centran los esfuerzos terapéuticos en el primero de esos procesos a
través de la modulacion del sistema inmune. Ejemplos recientes de estas terapias son:
el tratamiento oral con autoantigenos como la insulina (Krischer et al., 2017), el
desarrollo de vacunas de DNA que induzcan tolerancia a los antigenos de célula 3
(Fernandez, 2020) o la inmunoterapia con anticuerpos monoclonales anti-CD3 (Herold
et al., 2019), que han logrado retrasar el debut en diabetes tipo 1 en individuos de alto

riesgo, como familiares directos de diabéticos tipo 1.

Estos esfuerzos han logrado retrasar el comienzo de la enfermedad unos pocos afios,
un logro positivo, pero no suficiente. Por lo tanto, la obtencién de una estrategia
terapéutica que redujese significativamente la muerte celular inducida por citoquinas
podria mejorar enormemente el efecto terapéutico de las inmunoterapias en diabetes

tipo 1. Los esfuerzos de la comunidad cientifica por limitar el efecto deletéreo de las
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citoquinas en la célula § han resultado, hasta ahora, poco prometedores (Allison et al.,
2000; Luciani et al., 2012; Zhou et al., 2000), por lo que son necesarios mas estudios
para encontrar estrategias terapéuticas eficaces en la prevenciéon de la muerte de la

célula B pancreatica mediada por citoquinas.

La prevencion del desarrollo de diabetes tipo 2 en individuos insulinorresistentes pasa
por la reduccién de la demanda de insulina en los tejidos periféricos mediante
tratamientos con farmacos antidiabéticos, como analogos de GLP-1 o metformina
(DeFronzo and Abdul-Ghani, 2011). Estos farmacos producen diferentes efectos
secundarios entre los que destaca la hipoglucemia (Chaudhury et al., 2017).
Actualmente, los esfuerzos por evitar o ralentizar la progresion de la disfuncion de la
célula B incluyen procedimientos invasivos o de dificil adhesién por parte de los
pacientes como la cirugia bariatrica, las dietas de muy bajo aporte caldrico o la

insulinoterapia intensiva (Boughton, Munro and Whyte, 2017).

Los mecanismos moleculares que desencadenan la muerte de la célula  son diferentes
en la diabetes tipo 1 y tipo 2 (Cnop et al., 2005), pero en ambos tipos de diabetes la
muerte de la célula 3 ocurre a través de la via intrinseca de la apoptosis, estrechamente
regulada por la familia de proteinas BCL-2. La proteina antiapoptética BCL-XL forma
parte de esta familia, y su alto nivel de expresion en la célula a pancreatica protege a

este tipo celular del estrés metabdlico en la diabetes tipo 2 (Marroqui et al., 2015 b).

El objetivo principal de este trabajo ha sido investigar si la sobreexpresion de BCL-XL
en célula B pancreatica puede proteger a estas células del estrés inflamatorio y del
estrés metabdlico observados en la diabetes tipo 1 y tipo 2, respectivamente. Con esta
finalidad, se sobreexpresé BCL-XL en dos modelos de célula B pancreatica: INS-1E
procedente de rata, al ser un modelo celular de uso comun en diabetologia, y EndoC-
BH1 de origen humano, de gran similitud con las células B primarias (Tsonkova et al.,
2018).

En base a nuestro experimento dosis-respuesta, donde se demostré que hasta un M.O.I.
5 no tenia efectos en la viabilidad celular, se decidié utilizar esta multiplicidad de
infeccién de un vector adenoviral para la sobreexpresién de BCL-XL (adBcl-XL). Su
efecto en la célula B se compardé con el de un vector adenoviral que contenia el gen de
la luciferasa (adLuc), empleado como control negativo. La infeccién adenoviral logré un
aumento de 7 veces sobre la expresion endégena de BCL-XL en INS-1E y de 5 veces
en EndoC-BH1, valores similares a los encontrados para la célula a sobre la expresion
en célula B (Marroqui et al. en 2015 b). Esta aproximacién para aumentar la expresion

de BCL-XL se ha empleado con anterioridad para incrementar transitoriamente la
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expresion de BCL-XL en células madre hematopoyéticas humanas y asegurar su
viabilidad para trasplante (Kollek et al., 2017) y en la proteccion de células neuronales
PC12 frente a la apoptosis mediada por BAX (Shinoura et al., 2000). Estos ultimos
investigadores encontraron ademas que la sobreexpresion de BCL-XL proporcionaba

una mayor proteccion que la sobreexpresion de BCL-2.

El siguiente paso fue investigar si la sobreexpresion de BCL-XL era capaz de proteger
a las células B del estrés inflamatorio observado en el islote pancreatico durante el
desarrollo de la diabetes tipo 1. Las condiciones proinflamatorias de la diabetes tipo 1
se reprodujeron mediante una aproximacion cercana a las condiciones fisiolégicas,
empleando un céctel de citoquinas. Se comprobd que la sobreexpresion de BCL-XL fue
capaz de proteger a las células 3 pancreaticas de la apoptosis inducida por citoquinas
en los dos modelos utilizados, alcanzando una proteccion del 40 % en INS-1E y del 99
% en EndoC-BH1.

Tras confirmar que la sobreexpresion de BCL-XL ejerce un papel protector frente al
estrés inflamatorio en la célula B pancreatica, se decididé averiguar si este efecto se
reproduciria en células  expuestas a condiciones de lipotoxicidad tipicas de la diabetes
tipo 2. Mientras que la sobreexpresion de BCL-XL protegio las células B humanas
EndoC-BH1 de la apoptosis mediada por una concentracion fisiopatolégica de palmitato
hasta un 73 %, no se encontré ningun efecto en las células B de rata INS-1E. Sin
embargo, otros autores han demostrado que la concentracion utilizada de palmitato, 0.5
mM, induce apoptosis tanto en la célula 3 primaria de rata como en la linea celular INS-
1E (Kharroubi et al., 2004). Por tanto, consideramos que es necesario realizar nuevos
experimentos con otros pases de INS-1E y preparaciones nuevas de palmitato para

reafirmar nuestros resultados.

Otros autores han demostrado con éxito la capacidad de BCL-XL de preservar la
viabilidad de la célula beta pancreatica. La transduccién de BCL-XL o de su subunidad
BH4 en islotes humanos y de primates no humanos protegio a los islotes un 20-40 % de
la apoptosis inducida por estaurosporina, y un 40-60 % de la muerte inducida por
deprivaciéon de nutrientes. También fue capaz de inhibir la activacion espontanea de
caspasas y protegio6 significativamente de la citotoxicidad inducida por IL-1B (Klein et al.,
2004). Zhou et al., en el 2000, estudiaron la sobreexpresion de BCL-XL en célula B como
estrategia preventiva de la muerte celular en ratones transgénicos, cuya expresion de la
proteina antiapoptdética se encontraba bajo el promotor del gen de la insulina. En este
trabajo, demostraron que un aumento de 2-3 veces en la expresion de BCL-XL era

capaz de proteger a la célula B de la apoptosis inducida por tapsigargina, y que el efecto
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de las citoquinas proinflamatoras en los islotes pancreaticos de dichos ratones era mas

bien escaso.

Por otra parte, la inhibicién quimica de BCL-2 y de BCL-XL mediante el uso de las
pequefias moléculas C6 e YC137 aumenta la respuesta de la célula B de raton a
glucosa, en forma de aumento de los niveles de NAD(P)H y de las oscilaciones de Ca?*
intracelular (Luciani et al., 2013). Los efectos encontrados en el presente trabajo en la
sefial de Ca?* intracelular al sobreexpresar BCL-XL en INS-1E coinciden con las
observaciones de Luciani et al. en el modelo de raton. Mientras que estos investigadores
demostraron un aumento en la respuesta intracelular de Ca?* al inhibir BCL-2 y BCL-XL,
en este trabajo se encontrd una reduccion del 5 % en la respuesta intracelular de Ca?*
tras la sobreexpresion de BCL-XL. Un efecto similar se observo en ratones transgénicos
para la sobreexpresién de BCL-XL bajo el promotor del gen de la insulina (Zhou et al.,
2000). El efecto de la sobreexpresion de BCL-XL en las oscilaciones de Ca?* intracelular
de la célula B humana se ha estudiado por primera vez en este trabajo, sin encontrarse
diferencias en las oscilaciones de Ca?* intracelular en respuesta a una concentracién
estimulatoria de glucosa o a KCI. Sin embargo, los resultados obtenidos hasta el
momento muestran un incremento significativo del 22 % en la concentracion basal de
Ca?" intracelular al sobreexpresar BCL-XL, sin que esta diferencia se traduzca en
cambios en la secrecion de insulina. Actualmente, no contamos con suficientes células
registradas para concluir el efecto de la sobreexpresion de BCL-XL en las oscilaciones
de Ca?* intracelular de EndoC-BH1. Sin embargo, en base a la localizacion celular de
BCL-XL asociado a multiples compartimentos de Ca?* intracelular, es posible hipotetizar
que su mayor expresion podria estar favoreciendo una menor captacion de Ca?* por el
ER.

Estudios previos ya han demostrado que BCL-2 interactua por contacto directo con la
ATPasa de Ca?* SERCA en el ER (Dremina et al., 2004), inhibiendo el transporte de
Ca?* al interior del ER. Una posible interaccion de BCL-XL con los receptores de IP; del
ER podria estar afectando a la entrada capacitiva de Ca?* y su almacenamiento en el
ER (Thrower, Hagar and Ehrlich, 2001). Finalmente, la sobreexpresién de BCL-XL
podria estar hiperpolarizando levemente la membrana celular de la célula B,
aumentando asi la probabilidad de estado abierto de los canales VDCC (Atwater,

Dawson, Eddlestone and Rojas, 1981) y la entrada de Ca?* desde el exterior.

Otras diferencias encontradas en este trabajo entre los modelos de célula B de rata y
humana tiene que ver con el efecto de la sobreexpresion de BCL-XL en la secrecién de

insulina en respuesta a estimulos secretores. Mientras que en INS-1E la sobreexpresion
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redujo un 21 % y un 31 % la secrecién de insulina estimulada por glucosa y por glucosa
mas forskolina, respectivamente, la sobreexpresién de BCL-XL no produjo ningun
cambio en la secrecién de insulina en las células B humanas. Nuevamente, Luciani et
al. encontraron un aumento en la secrecion de insulina de ratones BKO para BCL-XL
(con eliminacién selectiva e inducible del gen Bcl-XL en las células B), y Zhou et al.
encontraron una reduccion de la secrecion de insulina en los ratones transgénicos con
sobreexpresion de BCL-XL. Este efecto podria explicarse por el papel que juegan BCL-
XL y BCL-2 moderando la respuesta a glucosa de las células 8 en roedores (Luciani et
al., 2013).

Las discrepancias observadas en el efecto de la sobreexpresion de BCL-XL entre el
modelo de célula B de rata y humana pueden ser atribuibles a diferencias en la
importancia que tiene la proteina BCL-XL en el control de la apoptosis y del trafico de
Ca?" intracelular en cada una, teniendo un mayor peso en el control de la secrecion en
roedores, pero actuando principalmente en el control de la apoptosis en humanos. Otros
autores también referencian diferencias entre la fisiopatologia de roedores y de
humanos, como por ejemplo, la obtencion de un fenotipo opuesto al humano para la
misma mutacion en el canal Karp (Hugill, Shimomura, Ashcroft and Cox, 2010), las
multiples diferencias en su respuesta enzimatica al estrés oxidativo (Godin and Garnett,
1992) o su mayor susceptibilidad a compuestos citotoxicos como la aloxana o la
estreptozotocina (Eizirik et al., 1994) y el diferente papel de la enzima iINOS en la muerte
celular inducida por citoquinas proinflamatorias (Brozzi et al., 2015). Teniendo en cuenta
la complejidad de las redes metabdlicas tanto en roedores como en humanos, seria
recomendable el uso de islotes de donantes cadavéricos humanos, para confirmar los

resultados obtenidos en los experimentos que se muestran en este trabajo.

Nuestros resultados muestran que la sobreexpresion de BCL-XL protege las células 3
humanas frente a la apoptosis inducida por citoquinas proinflamatorias o por palmitato,
lo que sugiere que esta proteina podria ser utilizada como blanco terapéutico. La terapia
génica con BCL-XL se ha probado en otros tejidos, como el endotelio corneal para
asegurar la viabilidad en los trasplantes de cornea (Barcia, Dana and Kazlauskas, 2007)
y en el corazon de ratas Lewis para proteger a los cardiomiocitos después de un episodio

isquémico, para prevenir el fallo cardiaco (Huang et al., 2003).

En conclusion, la sobreexpresion de BCL-XL parece ser una estrategia terapéutica
eficaz en la proteccion de la célula B pancreatica en condiciones de diabetes tipo 1y
tipo 2. El aumento de la expresion de BCL-XL sobre la expresion endégena en la linea

de célula B de rata INS-1E fue capaz de contrarrestar los efectos deletéreos de las
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citoquinas, pero estuvo asociada a una disminucién en la respuesta a glucosa de la
secrecion de insulina. En cambio, el efecto de un aumento en la expresién de BCL-XL
en la linea de célula B humana EndoC-BH1 produjo una fuerte proteccion frente a la
apoptosis inducida por citoquinas como a la inducida por palmitato, sin afectar a la
respuesta a glucosa o secretagogos. Estos hallazgos confirman que la expresiéon de
BCL-XL no solo juega un papel determinante en la supervivencia celular de la célula a
pancreatica en condiciones de diabetes, sino que su nivel de expresién en la célula
puede ser un factor crucial que contribuya a determinar qué porcentaje de célula
muere en las condiciones proapoptoéticas de la diabetes tipo 1 y tipo 2. Ademas, abre la
puerta a futuros estudios sobre el papel de otros mecanismos de supervivencia de la

célula a y su posible uso como diana terapéutica en célula .
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Anexo |

Tabla 1. Composicion del medio completo para INS-1E.

Compuesto Concentracion
Na Piruvato (Gibco) 1 mM
HEPES (Gibco) 10 mM
Estreptomicina (Gibco) 100 pg/mL
Penicilina (Gibco) 100 U/mL
FBS (Hyclone) 5%
B-2-Mercaptoetanol (Gibco) 50 uM

Medio RPMI 1640 con Glutamax (Gibco) -

Tabla 2. Composicion del medio de infeccién para EndoC-BH1.

Compuesto Concentracion
Transferrina Humana (Sigma) 5.5 pg/mL
Na,SeO; (Sigma) 6.7 ng/mL
Nicotinamida (Sigma) 10 mM
B-2-Mercaptoetanol (Gibco) 50 uM
FBS (Hyclone) 2%

Medio DMEM 1x (Gibco) -

Tabla 3. Composicion del medio Ringer-Krebs para perfusion (pH 7.37 con NaOH).

Compuesto Concentracion (mM)
NaCl (Panreac) 141

KCI (Panreac) 5.5
MgCl»-6H20 (Panreac) 1
CaClz-2H20 (Merck) 2

HEPES 1M pH 7.4 (Sigma) 20

Agua destilada -

Tabla 4. Composicion del Tampon de Bloqueo para ICF.

Compuesto Concentracion (w/v)
BSA 5%

Suero cabra (Capricorn Scientific) 10%
PBS(Biowest) -

El PBS debe ser previamente filtrado con un filiro de tamafio de poro 0.2 ym.



Tabla 5. Composicion del medio Krebs para secrecion.

Compuesto Concentraciéon (mM)
NaCl (Panreac) 120

KCI (Panreac) 3.5
NaHCOs (Panreac) 5
NaH2PO4 (Panreac) 0.5

MgCl, (Panreac) 0.5
CaCl2-2H20 (MERCK) 1.5

HEPES 1M pH 7.4 (Sigma) 10

BSA fracciéon V 0.1% (w/v)

H.O MiliQ -

Tabla 6. Composicion del Tampon de Lisis.

El tampdn de lisis utilizado se compone de medio TETG con anti-proteasa Complete
(Roche). La composicién del Medio TETG es la siguiente:

Compuesto Concentracion
Tris pH 8.0 (Sigma) 20 mM
Triton X-100 (MERCK) 1%
Glicerol (Rectapur) 10 %
NaCl 137 mM
EGTA (Sigma) 2mM

H>O -

Tabla 7. Composicion del Tampon de Carga 5x (pH 6.8).

Compuesto Concentracion
Glicerol 10%

DTT (AppliChem) 01 M

Tris pH 8.0 62.5 mM

SDS (Panreac) 2%
Bromofenol azul (Biorad) 0.2 mg/mL
B-2-Mercaptoetanol (Gibco) 2%

H-O -

Tabla 8. Composicion del medio TBS-T.

Compuesto Volumen
Tris pH 8.0 1 M (Sigma) 10 mM
NacCl 15 mM
Tween 20 (Sigma) 0.05 %
H>O -
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