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1.RESUMEN:

Las hormonas esteroideas, como los estrégenos, ademas de sus conocidas acciones en el
sistema reproductor, han demostrado tener efectos relevantes en la funcion de las células beta
pancreaticas y la homeostasis de la glucosa [1]. Investigaciones recientes han sugerido que

estos efectos de los estrogenos sobre el metabolismo de la glucosa podrian estar mediados
por los receptores de estrogenos beta (ERB) y alfa (ERa). Estos receptores se expresan

abundantemente en los islotes pancreaticos y las células beta [3]. La funcién de la célula beta
pancreatica depende en gran medida de la actividad eléctrica producida por canales idnicos,
incluyendo canales de potasio, sodio y calcio. En este proyecto utilizaremos la técnica de patch-
clamp en su modalidad de célula entera para estudiar el papel del receptor de estrégenos
ERbeta en la regulacion de las corrientes de potasio y de sodio. Como técnicas se utilizaran la
linea celular secretora de insulina INS-1E, de rata. Este trabajo se centra en el manejo de esta
linea, y en la utilizacion de la técnica de patch-clamp para estudiar las corrientes en
condiciones de mayor actividad de ERB producida por el agonista DPN, y, compararlas con un

grupo control, con actividad normal de ERB.

1.ABSTRACT:

Steroid hormones, such as oestrogens, in addition to their known actions on the reproductive
system, have been shown to have relevant effects on pancreatic beta-cell function and glucose
homeostasis [1]. Recent research has suggested that these effects of oestrogens on glucose
metabolism may be mediated by oestrogen receptors beta (ERB) and alpha (ERa). These
receptors are abundantly expressed in pancreatic islets and beta cells [3]. Pancreatic beta cell
function is highly dependent on electrical activity produced by ion channels, including
potassium, sodium and calcium channels. In this project we will use the whole-cell patch-clamp
technique to study the role of the estrogen receptor ERbeta in the regulation of potassium and
sodium currents. The rat insulin-secreting cell line INS-1E will be used as techniques. The
present work focuses on the handling of this line and the use of the patch-clamp technique to
study the currents under conditions of increased ERp activity produced by the agonist DPN,

and compare them with a control group with normal ER[ activity.



2.PALABRAS CLAVE:

GSIS: Secrecion de insulina estimulada por glucosa

VDCC: Canales de calcio dependientes de voltaje

Kare: Canal de potasio sensible a ATP

Kv2.1/Kv2.2 : Canales de potasio dependientes de voltaje
ERB/ERa: Receptores de estrégenos

Nav1.3/Nav1.7: Canales de sodio dependientes de voltaje

3.ANTECEDENTES:

Las hormonas esteroideas, como los estrogenos, han demostrado tener efectos relevantes en

la funcion de las células beta pancreaticas y la homeostasis de la glucosa [1], ademas de sus
conocidas acciones en el sistema reproductor. Diversos estudios han evidenciado la presencia
de receptores estrogénicos en las células beta e islotes pancreaticos, sugiriendo un papel de

estas hormonas en la regulacion de la secrecion de insulina.

En modelos animales, la deficiencia de estrogenos como en el estado de ovariectomia se ha
asociado con intolerancia a la glucosa y disfuncién de las células beta. Por otra parte, la
terapia de reemplazo con estrégenos ha demostrado mejorar la sensibilidad a la insulina y la

funcidén secretora de las células beta en roedores ovariectomizados [2].

Investigaciones recientes han sugerido que estos efectos de los estrogenos sobre el
metabolismo de la glucosa podrian estar mediados por los receptores estrogénicos beta
(ERB) y alfa (ERa). Estos receptores se expresan abundantemente en los islotes pancreaticos

y las células beta[3].

Estudios en modelos celulares y animales con ratones knockout para ERf y ERa han revelado
un deterioro en la secrecion de insulina estimulada por glucosa y una mayor susceptibilidad a
desarrollar intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina [3]. Estos hallazgos sugieren
que la activacion de ERB y ERa podria ser clave para mantener una adecuada funcién de las

células beta.

Aunque los efectos y mecanismo moleculares y celulares en los que se implica ERa son
relativamente conocidos, los relacionados con ERP estan menos estudiados. Algunas
evidencias apuntan a que ERp podria modular la actividad de canales iénicos involucrados en
el acoplamiento estimulo-secrecion de insulina en las células beta, como los canales de
potasio sensibles a ATP (KATP) [4]. No obstante, se requiere mayor investigacion para

dilucidar estas vias de senalizacion.



En este trabajo estudiamos si la activacién del receptor ERB usando un agonista especifico
modifica las corrientes de sodio y de potasio, ya que, se ha visto en estudios anteriores que
la expresion de varios canales de estos iones se ve alterada en funcién de la actividad de
ERB. Existe un creciente interés en comprender el papel del receptor ERB en la funcién de las
células beta pancreaticas y el control de la homeostasis de la glucosa, dada su potencial
relevancia terapéutica en el tratamiento de la diabetes mellitus y los desérdenes metabdlicos

relacionados.

4.0BJETIVOS:
- Estudiar el papel del receptor de estrégenos ER en la regulacién de las corrientes idnicas

de sodio y potasio, en la linea celular B-pancreética INS-1E

- Medir las corrientes de sodio (Na*) y de potasio (K*) en dos cohortes de células, una de ellas,
incubada durante un tiempo fijo en medio con DPN, y que constituye la condicion de mayor
activacion de ERB, y la otra cohorte, la control, que constituye la condicion de actividad normal
de ERB.

5.INTRODUCCION:

5.1Pancreas endocrino:

El pancreas endocrino es uno de los dos tejidos funcionales principales que conforman el
pancreas junto con el pancreas exocrino, su unidad funcional es el islote de Langerhans(Fig1).
La funcion principal del pancreas endocrino es la biosintesis y secrecion de diversas
hormonas importantes para la homeostasis de la glucosa y el metabolismo del organismo. El
pancreas endocrino constituye solamente un 2% del pancreas, en el organismo humano esta
constituido por entre 1 y 2 millones de islotes, que se encuentran embebidos en el parénquima

exocrino del pancreas, y se localizan principalmente en la parte central y en la cola [5].

El pancreas, y, especialmente los islotes de Langerhans se encuentran altamente irrigados
por una densa red de capilares que reciben sangre de la circulacién sistémica a través de la
arteria esplénica, lo que permite a la porcidn endocrina reaccionar rapidamente a los cambios

en la concentracion de glucosa plasmatica [5].

5.2 El islote de Langerhans:

Los islotes de Langerhans son agregados celulares de origen endodérmico que se encuentran

diseminados en el parénquima del pancreas.



Desde el punto de vista histoldgico, los islotes se componen de diferentes poblaciones
celulares (Fig1). Las células mas abundantes son las células beta, productoras de insulina.
Estas se ubican predominantemente en la region central del islote. La segunda poblaciéon mas
numerosa son las células alfa, encargadas de sintetizar glucagén, localizadas en la periferia.
Adicionalmente, se identifican las células delta secretoras de somatostatina, las células PP o
F productoras de polipéptido pancreatico, y las poco frecuentes células épsilon que liberan

grelina [5].

Existen ciertas diferencias a nivel histoldgico en la composicion del islote pancreatico de los
humanos con respecto al de los roedores murinos (utilizados en investigacion) (Fig1), también
existen importantes diferencias en la fisiologia de la célula beta pancreatica, como se describe

mas adelante [5].

A C

Mouse islet

Mouse islet (schematic) [EERSILelEeEl

(cholinergic)
% parasympathetic

4)() innervation
-

efferent venules

(to portal vein) b

Hamen Bl Human islet (schematic)

parasympathetic
innervation

arteriole

Fig1: Imagen obtenida por microscopia Optica confocal de fluorescencia de islotes
pancreaticos tefiidos por inmunohistoquimica de ratén (A) y de humano (B), se observan en
rojo las célulasp, en verde las células a, y en azul las células delta(d), las figuras C y D,
representan la estructura de los islotes de ratén y de humano respectivamente de forma
esqumatica (obtenida de Rorsman and Ashcroft, 2018).



Células Alfa (a) Ceélulas beta () Células delta ()

glucagon insulina somatostatina
Raton  15% 75% 5%
Humano 35-40% 50% 10-15%

Tabla1: %de células de cada tipo del total de células que compone cada islote en ratén y en
humano (obtenida de Rorsman and Ashcroft, 2018)

La funcién principal de este micro-érgano es la regulacion de la homeostasis de la glucosa
sanguinea a través de un fino equilibrio entre las hormonas hiper e hipoglucemiantes insulina
y glucagon respectivamente. Asimismo, la somatostatina actua modulando o inhibiendo la

secrecion de dichas hormonas de manera coordinada.

En condiciones patoldgicas como la diabetes mellitus, se presentan alteraciones en la
estructura y fisiologia de los islotes pancreaticos que comprometen gravemente su actividad

endocrina.

5.3 La célula beta pancreatica:

La célula beta pancreatica es el principal tipo celular que compone el islote de Langerhans, a
nivel morfoldgico es una célula con forma poliédrica, con un diametro de entre 13y 18um, su
citoplasma posee gran cantidad de un tipo de vesiculas llamadas granulos secretores, los
cuales contienen insulina en forma de Zn?* — insulina6 (un hexamero de insulina coordinado
con dos atomos de zinc)[25]. Se trata de una célula eléctricamente excitable, y capaz de
disparar potenciales de accion, proceso que sera el que desencadene la secrecion de la
insulina. El potencial de membrana en reposo es de aproximadamente -60mV, este potencial
de membrana, es mantenido gracias a un canal de potasio sensible a ATP que se encuentra
en la célula B, el canal Karp, junto con la bomba electrogénica sodio potasio ATPasa que se
encuentra constitutivamente activa, proteina se trata de un canal de potasio constitutivamente
abierto que permite la difusion de K+ hacia afuera de la célula, manteniendo la polarizacion
de -60mV. Cuando aumenta el ratio ATP/ADP en la célula debido al metabolismo de la glucosa,
el aumento de ATP induce el cierre del canal, el bloqueo consecuente del canal de potasio
hace que la célula se despolarice debido a las pequefias corrientes entrantes de sodio,
provocando que la célula genere potenciales de accion que conducen a la secrecion de

insulina (Fig 2).



5.4 Acoplamiento estimulo secrecion:

La célula beta pancreatica es capaz de detectar aumentos en la glucemia y de responder a
estos cambios con la secrecidn de insulina. La glucosa proveniente de la circulacion
sanguinea entra a la célula B a través del transportador de glucosa glut2 (en ratones) o
GLUT1 (en humanos). La glucosa es fosforilada, transformandose en glucosa- 6- fosfato por
la enzima glucoquinasa (GCK), iniciando el proceso de glucdlisis. Este paso es diferente al
del resto de las células, ya que esta reaccidon normalmente es catalizada por la enzima
hexoquinasa, la enzima glucoquinasa uUnicamente se expresa en el higado y en células

pancreaticas, y a diferencia de la hexoquinasa no presencia inhibicién por el producto (G6P)

[5].

La G6P es degradada a piruvato en la glucdlisis, y, en el caso particular de la célula B ,casi
todo el piruvato entra en el ciclo de Krebs, en este tipo celular, las vias alternativas del piruvato
como la sintesis de glucégeno, aminoacidos o acidos grasos, asi como la via de las pentosas
fosfato o la del sorbitol se encuentran muy poco activas, de manera que la mayoria de glucosa

captada se transforma directamente en ATP [26].

La célula B-pancreatica posee un canal de K* sensible a ATP (Kare) que se encuentra abierto
a concentraciones bajas de glucosa. La generacién de ATP consecuencia del catabolismo de
la glucosa, aumenta la razon ATP/ADP de la célula, el aumento del ratio ATP/ADP induce el
cierre del canal Karp. El cierre del canal Karp hace que la célula se despolarice paulatinamente,
en el caso del ratén, esta despolarizacion hace que el potencial de membrana aumente hasta
llegar al umbral de activacién de los canales de calcio dependientes de voltaje (VDCC), la
consecuente entrada de Ca?* en el citoplasma provoca que los granulos secretores se
fusionen con la membrana liberando la insulina que contienen al torrente sanguineo [24],

debido a que las proteinas que permiten este proceso dependen de calcio para ello (Fig2).
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Fig2: El esquema representa una célula 8 en condiciones de baja glucosa (a) y en condiciones
de alta glucosa(b), en las condiciones de baja glucosa (a), entra poca glucosa a la célula, lo
que se traduce en una menor produccion de ATP, esto hace que el ratio ATP/ADP sea bajo,
como consecuencia el canal Karp (Que se encuentra activo a una baja [ATP] y alta [ADP]) se
encuentra activo, extrayendo potasio, por lo que la célula se encuentra polarizada, lo que
significa que el potencial de membrana se encuentra por debajo del umbral de activacion de
los canales de Na* y K* dependientes de voltaje y la célula no secreta insulina. En la figura b
se representa una situaciéon de elevada glucosa, en esta, entra mas glucosa a la célula, lo que
se traduce en una mayor produccion de ATP por glucdlisis/ ciclo de Krebs/fosforilacion
oxidativa, como consecuencia, aumenta el ratio ATP/ADP, y por tanto el aumento de ATP
inhibe la actividad del Kare, como consecuencia de ello, la célula se despolariza debido a
pequefias corrientes de entrada, al despolarizarse la célula, se activan los VDCC permitiendo

la entrada de calcio y la secrecién de insulina ( Martinez-Pinna et al., 2019) .
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Fig3: Representacion de un registro del potencial de membrana en current clamp en el que se
observa la frecuencia de disparo de potenciales de accién en funciéon de la concentracion de
glucosa, esto es debido a que la el ratio de ATP/ADP es inversamente proporcional a la
probabilidad de apertura del canal Kare ¥ a su conductancia, por lo que el aumentar el ratio
ATP/ADP disminuye la corriente neta de K* hacia afuera, aumentando la despolarizacién y la
frecuencia de disparo (obtenida de Rorsman and Ashcroft, 2018).
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Fig4: Potencial de membrana con respecto al tiempo a 10mM de glucosa, en un intervalo de
tiempo de 20s, como se puede observar, la actividad eléctrica de la célula B tiene la
caracteristica de ser a rafagas, es decir, cuando se produce la despolarizacion, la célula
genera muchos PA seguidos (rafaga), cada rafaga esta separada por un intervalo sin actividad

eléctrica (obtenida de Rorsman and Ashcroft, 2018).
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Figh: Representacion de la concentracion intracelular de calcio en nM tras un aumento de
glucosa de 0 a 15nM, se observa un aumento rapido de la [Ca?*]; seguido de un periodo de
rapidas oscilaciones, el cual se relaciona con los rapidos potenciales de accién y tiene como
consecuencia, una secrecion intermitente de insulina (obtenida deRorsman and Ashcroft,

2018).
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5.4.1 Corrientes idnicas y actividad eléctrica:

El proceso de secrecién de insulina en la célula B de ratén esta directamente regulado por las
corrientes ionicas, que responden rapidamente a las sefales intracelulares. Las corrientes
idnicas principales son las corrientes de potasio , sodio y calcio (Fig6), las tres corrientes

idnicas son responsables de la generacion del potencial de accién (Figs3y 4).

A

70 | g | | | | V(mV)

outward
current

inward
current

Fig6: Esquema que representa por separado las corrientes idnicas que participan en los
potenciales de accion; y la corriente total al final, aplicando una despolarizacion de -70 a -
10mV (en voltage clamp), el calcio y el sodio generan corrientes de entrada en la célula,
moviéndose a favor del gradiente electroquimico, mientras que la de potasio es de salida
(repolarizante), debido a que en el pico del potencial de accion, el potencial de membrana es
positivo, por lo que el potasio tiende a salir (obtenida de Rorsman and Ashcroft, 2018) .

5.4.2 Canal de potasio sensible a ATP:

El canal de potasio sensible a ATP es el canal que controla en ultima instancia la produccion
de potenciales de accion en la célula B-pancreatica, de manera indirecta, a través de la
disminucion de la conductancia de la membrana para el potasio al cerrarse, o que hace que
la célula finalmente se despolarice debido al flujo neto de iones positivos hacia el interior de

la célula.

El canal de K+ sensible a ATP esta formado por 4 subunidades Kir6.2, que forman un
homotetramero que constituye el poro transmembrana del canal, y 4 subunidades reguladoras

SUR1(receptor de sulfonilureas) (Fig7).
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Fig7: Estructura del canal KATP: En el estado de alta energia (alta [ATP] y baja[ADP]) que
como hemos explicado antes se corresponde con una alta glucemia en sangre, el ATP del
citoplasma generado por el metabolismo de la glucosa, se une al canal Kir6.2 produciendo el
cierre del canal, lo que impide la salida del potasio, produciendo que, eventualmente la célula
se despolarice y libere insulina. En cambio, en condiciones de baja energia, (baja [ATP] y
alta[ADP]), el ATP se une a Kir6.2 en mucha menor medida , y, al mismo tiempo, el ADP en la
forma MgADP, se une a los dominios SUR1, produciendo la activacion de Kir6.2, de manera
que aumenta la probabilidad de apertura del canal, produciendo la salida de K+, y por tanto,
manteniendo la célula hiperpolarizada, impidiendo la liberacién de insulina (obtenida de
Rorsman and Ashcroft, 2018).

5.5 Corrientes responsables de la generacion de los potenciales de accion:

El umbral a partir del cual la despolarizacion de la célula llevara al potencial de accién, viene
determinado por el potencial de activacion de los canales idnicos dependientes de voltaje que
se describiran a continuacion. Estos canales idnicos voltaje-dependientes, se abren
produciendo rapidas corrientes de entrada que se propagan a lo largo de la membrana, que
a su vez activaran otros canales ionicos voltaje dependientes de salida de K*, esto conllevara

una inversion del potencial de membrana seguida de una repolarizacién, y todo este proceso

12



se manifiesta en forma de un potencial de accidén, que acabara induciendo la secrecion de

insulina por la entrada de Ca?*.

5.5.1 Canales de Ca2+ activados por voltaje:

Son canales especificos para el calcio que se abren al alcanzarse un determinado potencial
de membrana por encima del potencial de reposo (entre -60 y -70mV) , en células beta
pancreaticas humanas, las corrientes de sodio empiezan a ser detectables a -60mV y es
maxima a entre -40 y -30 mV. En la célula beta de raton, comienza a ser detectable a -50mV
y es maxima a OmV. Estas diferencias entre célula B de humano y ratén se debe a la diferente
proporcion en la que estan presentes los diferentes tipos de canales de calcio en la membrana
(en ratén se expresan los canales de calcio tipo L y N, mientras que en humano se expresan
los tipo L y T), cada tipo de canal difiere en sus propiedades biofisicas (cinética de apertura y

de inactivacién, umbral de activacion etc...) y en las toxinas exdgenas que bloquean el canal.

5.5.2 Canales de Na+ dependientes de voltaje:

Son canales de entrada especificos para el Na+ que se activan al alcanzarse un determinado
potencial, contribuyen junto con los canales de Ca?* al potencial de accion. Se ha visto que
estos canales podrian tener funciones diferentes en la célula beta de ratén y de humano. En
la célula B de raton, las corrientes de Na* estan generadas principalmente por el canal Nav1.7
(Fig8) y parecen tener muy poca influencia en la despolarizacion (las corrientes de entrada
del potencial de accién son principalmente de Ca?*)[22];[23];[5], no obstante, su funcién
parece estar involucrada en el mantenimiento de una actividad secretora basal a bajas
concentraciones de glucosa, ya que se ha comprobado que la [Ca?'] intracelular disminuye al
bloguear los canales de sodio dependientes de voltaje[22];[23]. En humanos, el principal canal
es el Nav1.6, que representa un 40% del total de canales de sodio y el resto lo conforman los
canales Nav1.7(Fig8), Nav1.3 y Nav1.2 la funcion de estos canales parece tener mayor
importancia que en ratén, ya que su bloqueo produce una disminucién importante en la
amplitud del potencial de accion y en muchos casos, acaba impidiendo su generacion. Hay
que tener en cuenta que los canales de Na* presentan inactivacion, es decir, tras abrirse, un
dominio proteico del canal, se une rapidamente tapando el poro, e impidiendo el paso de
iones aun cuando el potencial de membrana sigue estando por encima del umbral, en el caso
del raton, se ha observado que los canales de Na* se encuentran en gran parte inactivados

en el potencial de reposo, requiriendo un potencial mas negativo para poder desinactivarse[5].
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Fig8: Estructura del canal de sodio Nav1.7, de expresion predominante entre todos los canales
de Na* enratdény en rata [5], el canal, esta formado por un homotetramero de 4 subunidades alfa,
en el modelo a, de la figura se representa en color, las distintas partes del mondmero que
constituye la subunidad a, de la siguiente manera: sensor de voltaje (azul), enlazador S4-S5
(verde), hélices formadoras del poro (amarillo), dominio C-terminal (rojo) e iones de sodio

(purpura). (obtenida de Sulaet al., 2017).

5.5.3 Canales de K* dependientes de voltaje:

Son canales de salida especificos para el K* que se activan cuando la membrana esta
bastante despolarizada(potenciales de entre -20 y -10 mV)[21]. El mas importante en la célula
beta pancreatica de ratén es el canal Kv2.1 (Fig9) (codificado por el gen kcnb1) se activa entre
20 y 30 milisegundos después del inicio del potencial de accion, contrarrestando la entrada
de Ca?" y de Na*, después de la activacion de estos ultimos, permitiendo la repolarizacion de

la zona donde se encuentran y permitiendo que la membrana se vuelva a cargar rapidamente
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[5]. Esta corriente de potasio hacia afuera contribuye al periodo refractario del potencial de
accion, durante la actividad eléctrica, otros canales de potasio dependientes de voltaje como
el Kv11.2 o Kv11.1 contribuyen también a la modulacién de la frecuencia de los potenciales
de accion activandose durante la fase de repolarizacion (al final del potencial de accién),
generando corrientes de potasio retardadas, llamadas “Tail currents” que mantienen la célula
hiperpolarizada, unos instantes después del potencial de accion, regulando de esta manera
la frecuencia de disparo de potenciales de accion[5]. Cabe destacar que, a diferencia de la
célulaf murina, en la célula humana, las corrientes repolarizantes de potasio estan mediadas

principalmente por los canales Kv2.2 y Kv1.6 (Fig 10) [5].

Fig9: Estructura del canal Kv2.1, formado por un tetramero de subunidades a, cada una,
representada en colores diferentes. Cada subunidad a, posee un dominio sensible a voltaje
(VSD), y un dominio formador de poro (PD). (obtenida de Fernandez-Marifio et al.,2023).
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Fig10: La figura compara la expresion relativa de cada gen de canal de potasio en ratones
y en humanos. Como se observa, en la célulaf humana predomina la expresién de los
canales de K* repolarizantes Kv2.2 (KCNB2) y Kv1.6 (KCNAG), mientras que, en célula
de raton , predominan Kv 2.1 (KCNB1) y Kv 10.1(KCNH1) (obtenida de Rorsman and
Ashcroft, 2018).

5.5.4 Canales de potasio de alta conductancia activados por Ca2+:

Los canales de K* de alta conductancia, llamados BK, son canales de K* particulares, debido
a que estan formados por ocho subunidades , en lugar de siete como el resto de canales de
potasio, se trata ademas de canales dependientes de voltaje y de Ca?* simultdneamente. Este
ultimo se une a un bolsillo de unién localizado en el dominio carboxilo terminal del canal.
Estos canales poseen una alta conductancia para el potasio y se activan a potenciales de
membrana por encima de -30mV, siendo la conductancia maxima a +20mV. A pesar de la gran
importancia de este tipo de canales en otros tejidos como el muscular, aun no se conoce muy
bien qué funcion podria tener el canal BK en la célula beta, ya que a pesar de la alta densidad
de estos canales en la membrana de la célulaf, su bloqueo mediante toxinas especificas
como la charbydotoxina , no parece alterar la actividad eléctrica de la célula, la frecuencia de
disparo de PA o la repolarizacion de la célula durante este segun diversos estudios [5]. No
obstante, mas recientemente se ha descubierto que los ratones con el gen del canal BK
noqueado presentaban una importante disminucion en la secrecion de insulina y en la
tolerancia a la glucosa[5], se cree que esto podria ser debido a que los canales BK actuasen
contrarrestando la entrada de Ca?*, al activarse por el aumento de calcio intracelular, de esta
manera el canal BK podria evitar una sobrecarga de Ca?*, la cual produce un fuerte efecto

apoptético, evitando por tanto una disminucién de la masa de células B pancreaticas .
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5.5.5 Canales de CI-:

La célula B-pancreatica tiene una concentracién de cloro intracelular de unos 35mM. Esto
predice un potencial de equilibrio del cloro, inverso, i.e. de -35mV y parece mostrar que, a
potenciales de membrana mas negativos, la apertura de los canales de CI- resultara en una
entrada de ClI-, y por ende en una despolarizacion de la membrana. La relevancia funcional

de estos canales no esta clara (Ashcroft and Rorsman, 2017).

5.5.6 Canales de potasio independientes de voltaje:
Canales TRP (Transient receptor potential):

Los TRP son una gran familia de canales no selectivos de cationes que transportan cationes
hacia el interior de la célula, principalmente Na* y Ca?* son canales implicados en funciones
sensoriales (estimulos de presion, temperatura, gusto, audicion etc...) en célula B-pancreatica
los TRP que se expresan en la membrana son: Trpc1, Trom2, Trom3, Trpm4,

Trpm5, and Trpm7. La funcidn de estos canales en la célula - pancreatica no esta del todo

esclarecida, no parecen ser decisivos para la despolarizacién dependiente de glucosa, pero
si se ha descrito que los canales TRpm4 y Trpm5 son necesarios para la sensibilidad de la
célula 8 al ligando GLP-1 (capaz de estimular la secrecion de insulina), sin embargo, el canal
Trpm2 si parece estar implicado en la GSIS, ya que el silenciamiento del gen que lo codifica
reduce la entrada de Ca?" a la célula disminuyendo por tanto, la GSIS; este canal esta activado
por el fosfato del dinucleétido de acido nicotinico (NAADP), el cual ha demostrado ser un

estimulador de la secrecion de glucosa [5].

5.6 Los receptores de estréogenos:

Los receptores de estrogenos son receptores celulares cuyos ligandos naturales son los
estrogenos como el 173- estradiol (el mas potente), la estrona o el estriol. Su expresion se da
en una gran variedad de tejidos, y tienen una gran importancia en el desarrollo embrionario,
el crecimiento, la diferenciacion sexual del organismo, la funcion reproductiva, la regulacion
del metabolismo etc. A nivel celular, los estrégenos pueden, a través de estos receptores,
inducir efectos transcripcionales en el nucleo, o bien a nivel de las rutas de sefalizacién celular
citoplasmaticas. Habitualmente se dividen los mecanismos de sefalizacion de los estrégenos
en dos vias, la clasica y la no clasica. Se han descrito 3 tipos de receptores de estrégenos,
ERa y ERB, que participan en la via de senalizacion clasica y GPER (receptor de estrogenos

acoplado a proteina G) que participa en la via no clasica.
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5.6.1 Receptores ERa 'y ER

Pertenecen a la familia de los receptores nucleares tipo 2, es decir, son receptores que se
encuentran localizados en el citoplasma, y que actian en el nucleo (Fig11), estos receptores,
ademas de su dominio de unién a ligando, tienen un dominio de uniéon a ADN, a través del
cual, actuan como factores de transcripcion, al unirse el ligando al sitio de unidn del receptor,
este se transloca al nucleo y alli ejerce su efecto, bien uniéndose a secuencias reguladoras
del ADN denominadas ERE (Estrogen response elements), a las cuales se une el receptor de
estrégenos a través de su dominio de union a ADN, o bien, interactuando con un factor de
transcripcion diferente que actia sobre un promotor diferente (Fig11). Estos receptores se
expresan en las células - pancreaticas, y se ha comprobado que su sefalizacion afecta a la
capacidad de la célula para evocar la GSIS, principalmente a través de la regulacion de la

expresion génica de canales iénicos [4].

A pesar de que los efectos de la activacion de ERa en la funcién de las células beta-
pancreaticas estan ampliamente descritos, los estudios que se han centrado en el papel de
ERPB en la funcién de la célula beta son escasos.. Algunas evidencias apuntan a que ERp
podria modular, la actividad de canales idnicos involucrados en el acoplamiento estimulo-
secrecion de insulina en las células beta, como los canales de potasio sensibles a ATP (Katp),
los canales de Ca?* dependientes de voltaje (VDCC) , los canales de sodio dependientes de

voltaje (Nav1.x), o los canales de K*[4], .
5.6.2 Receptor GPER:

El receptor de estrogenos acoplado a proteina G es un receptor de estroégenos localizado
principalmente en la membrana plasmatica[6], se expresa en la célula beta pancreatica, y se
ha visto que su actividad tiene una importante influencia en la homeostasis de la glucosa,
pudiendo alterar la secrecion de insulina[18];[19], asi como afectar a la supervivencia de la
célula B[7];[9], este receptor es el responsable de las vias de senalizacion no clasicas de los
estrogenos, la cual implica diversas rutas caracteristicas de los receptores acoplados a
proteinas G, como la PI3K/AKT, la via de la adenilato ciclasa y la proteina quinasa A (PKA),
que tienen efectos reguladores fuera del nucleo, regulando por ejemplo, canales i6nicos, y
también a nivel nuclear, regulando la transcripcion de diversos genes[8], también se ha visto

incluso que puede interactuar con las vias de sefalizacién clasicas de ERa y ERB,[7].
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Fig11: Representacion de las vias de sefalizacion en funcion del receptor implicado, Se
observa la via clasica (genomic), y la via no clasica (non genotropic).En la via clasica,
participan los receptores ERa y ERp, que tras unirse a su ligando, se translocan hasta el
nucleo, donde pueden, o bien, formar un homodimero (formando los complejos ERa/ERa o
ERB/ERB), o formar un heterodimero (ERa/ERB), ademas, el complejo formado por los ER
puede actuar directamente sobre el ADN, a través de un elemento de respuesta a estrogenos
(ERE), o bien, a través de un factor de transcripcién que actie sobre un promotor diferente.
En la via no clasica, los estrogenos se unen a GPER, en la membrana, el cual, puede producir
efectos también a nivel transcripcional, a través de vias de sefalizacién que acaban con la
actuacién de un factor de transcripcion, o bien, a través de vias de sefalizacion

citoplasmaticas que regulan la actividad de canales idnicos (Obtenida de Lara-Castillo, 2021).
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5.7 Moduladores de los receptores de estréogenos:

Existen diversos farmacos capaces de actuar selectivamente sobre los receptores de

estrogenos (Fig.12), estos son los SERM (selective estrogen receptor modulators), son

compuestos xenobidticos que pueden activar o inhibir estos receptores, algunos de ellos,

como el BPA, son contaminantes ambientales generados por las industrias, que se incorporan

en el organismo a causa de su acumulacion en los ecosistemas y en las cadenas troficas. En

este trabajo se ha utilizado el farmaco DPN, el cual es un agonista especifico de ERpB, para

estudiar el papel de este receptor.
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Fig12: Representacion de diferentes agonistas y antagonistas de los receptores de

estrégenos, y los receptores sobre los que actuan, algunos de estos farmacos como el

tamoxifeno o el raloxifeno, son usados en el tratamiento de algunos tipos de cancer como el

de mama, en el que la actividad de estos receptores esta alterada (obtenida de Prossnitz and

Barton, 2014).
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6. MATERIALES Y METODOS:

6.1 Materiales:

Células INS-1E:

La linea celular INS-1E es una linea celular inmortalizada derivada de insulinoma de rata,
obtenido a partir de rayos X, que ha sido transfectada con el gen de la insulina humana, esta
linea celular es ampliamente utilizada en diabetologia, ya que presenta un fenotipo
equiparable al de una célula-f de rata real que permite el estudio de algunas de sus
caracteristicas como la actividad secretora de insulina, rutas de sefalizacion celular, o, en el
caso que nos ocupa, su actividad eléctrica. Estas células expresan los receptores de
estrégenos ERA/ERB y GPER.

DPN:

ElI DPN, [2,3-Bis(4-hydroxyphenyl)propionitrile] (Fig13), es un farmaco agonista especifico del
receptor de estrégenos ER, si bien tiene una muy leve afinidad por ERa, su afinidad por el
primero es 70 veces mayor que por ERa, y su potencia para la activacion de la transcripcion
po ERB alrededor de 80 veces mayor (EC50 = 0.85 nM versus 66 nM para ER), por esta
razon, se ulilizé este farmaco en el trabajo para tratar de dilucidar el efecto de una

sobreactivacion del receptor de estrogenos Erf3 en la actividad eléctrica de la célula.

‘ OH

HO |

Fig13: Férmula molecular del 2,3-Bis(4-hydroxyphenyl)propionitrile (DPN) [14], [15]

DMSO: Dimetilsulfoxido, se trata de un agente anfipatico liposoluble que permite disolver en
medios hidrofilicos compuestos muy hidrofébicos como el DPN, utilizandose como vehiculo

para el farmaco.
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Equipo de patch clamp:

El equipo de patch clamp, estd formado por un microscopio optico invertido, usado para
observar las células a registrar montado sobre una mesa con suspensién neumatica que
elimina las vibraciones que puedan interferir en la medicion, sobre la cual se encuentra una
jaula de Faraday , que aisla la zona de campos electromagnéticos que interfieran con los
registros. Sobre la platina del microscopio, en el lugar donde iria el portaobjetos, se encuentra
montada una pequefia cdmara, en cuya base se coloca el cristal en el que se encuentran
adheridas las células; por esta cdmara, circula la solucion extracelular con un flujo de
150mL/h, y se encuentra mantenida a una temperatura estable de 32°C gracias a la accion
de una placa peltier que calienta o enfria la solucion en funcion de la medicion de una sonda
de temperatura. La solucion es drenada por una bomba que descarta la soluciéon que rebosa
de la camara. En la solucién extracelular se encuentra sumergido el electrodo de referencia
(encargado de medir el potencial extracelular), sobre la mesa, y al lado del microscopio, el
electrodo de medicion(encargado de medir el potencial intracelular), que se encuentra dentro
de la pipeta con la que se accede al interior de la célula. El espacio interior de la pipeta se
encuentra conectado a un tubo a través del cual se puede aplicar mediante succion, o soplado,
una presion positiva o negativa; este electrodo se encuentra montado sobre el
micromanipulador (shutter instruments), que es un dispositivo que permite controlar el
movimiento y la posicidén de la pipeta a través de un mando formado por tres diales que

controlan la posicidn en los ejes X,Y,Z con una precision de uM.

Amplificador: El amplificador de la marca Axon instruments, es el dispositivo al que se
encuentran conectados los electrodos de medicién y referencia, tiene un panel de control que
permite controlar los parametros de compensacion de corrientes, capacitancias y resistencias,
offsets, modo de registro y la inyeccién de corriente. El amplificador se encuentra conectado

a un ordenador a través de la digidata.

Digidata (Axon instruments digidata 1550B): La adquisicion de datos se realiza a través del

software Clampex, que permite el monitoreo del registro del amplificador a tiempo real y la

ejecucion de los protocolos de inyeccion de corriente y registro que utilizaremos.

Solucioén extracelular: La solucién extracelular que se encuentra circulando por el entorno de

las células es una solucion que trata de emular el liquido intersticial de las células beta
pancreaticas, su composicion idnica es la de las concentraciones extracelulares de cada

electrolito en estado de equilibrio, las concentraciones son las siguientes.

Na*(NaCl) 138mM
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K*(KCl) 5,6mM
Ca?" ( CaCl2) 2,6mM
Mg?* (MgCl2) 1,2mM
HEPES(Tampén de pH) 5mM
Glucosa 5mM

Tabla 2: Composicién de la solucién extracelular (o de perfusion) para la medicion de

corrientes de K* (la de medicion de corrientes de Na* se describe en la tabla 4).

Solucién intracelular:

La solucién intracelular es la solucion con la que se rellena la pipeta de medicion y en la que
va sumergido el electrodo, de tal manera que la solucion de la pipeta debe de poseer la

osmolaridad del citoplasma, ademas de tener iones en las mismas concentraciones que el

citoplasma.
K*(KCI) 120mM
MgATP 3mM
Ca?" ( CaCl2) 1mM
Mg** (MgCI2) 1mM
HEPES 10mM
EGTA 10mM

Tabla 3: Composicién de la solucion intracelular (de la pipeta) para la medicion de corrientes

de K" (la de medicion de corrientes de Na* se describe en la tabla 5).

Pipetas de medicion: Las micropipetas de medicion consisten en tubos de borosilicato, las

cuales, en su extremo se estrechan acabando en una abertura de un diametro de
aproximadamente 3 uM, las micropipetas se fabrican en un estirador, que es un aparato, que
a partir de un tubo de borosilicato, fabrica dos micropipetas calentando el tubo por el centro y
estirando de los extremos en varios pulsos a una temperatura y tension controladas de manera

que sea posible ajustar el diametro de la abertura.
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6.2Métodos:

e Cultivo celular y preparacién de células para registros:

La linea celular INS-1E fue mantenida en botes de cultivo (Falcon™ Tissue Culture Treated
Flasks) en medio (describir medio), transfiriendo un subcultivo del bote inicial a un bote nuevo
una vez por semana, y cambiando el medio a mitad de semana. Las células fueron mantenidas
en todo momento en unincubador a 37°C y 5% de CO2 ,Para realizar el subcultivo, Las células
fueron ftripsinizadas, centrifugadas, separadas del medio mediante decantacion, y
resuspendidas en medio fresco, a partir de esta suspension homogénea, se realizé un conteo
de células mediante un hematocitémetro. A partir de la suspension inicial, y sabiendo su
concentracién de células, se sembraron 3*1076 de células en un bote nuevo. Para poder llevar
a cabo los registros de patch clamp, a partir de la suspensién se sembraron 12 pocillos de
una placa de 24 con 150.000 células por pocillo en 500uL de medio fresco, 5 dias antes del
registro. Cada pocillo de la placa tenia en el fondo un cubreobjetos de vidriosobre el cual
crecen las células, y que sirve a modo de soportepara poder colocarlas posteriormente en el

equipo de patch.
e Tratamiento de las células:

A partir de las células sembradas en la placa, se establecieron dos grupos, uno de incubacion
con DPN vy otro control, durante las 48h inmediatamente anteriores al registro, las células
fueron incubadas en medio de tratamiento (medio de cultivo filtrado con carbono activo para
evitar la presencia de compuestos estrogénicos),para el grupo de células DPN, se anadio el
farmaco DPN al medio de tratamiento (1nM de DPN disuelto en DMSOQO) , y el grupo control,

fue tratado Unicamente con la misma cantidad de DMSO sin DPN.
e Estudio electrofisiolégcio:

La técnica de patch clamp: Patch clamp es una técnica que permite realizar mediciones de
todo tipo de corrientes bioeléctricas, con ella podemos medir potenciales de accion en células
excitables eléctricamente, como neuronas, células musculares o célula beta pancreatica en
nuestro caso, actividad de canales idnicos especificos o corrientes i6nicas de iones
especificos. El elemento mas importante del equipo de patch clamp es el amplificador, este
€s un equipo que posee dos electrodos, uno de referencia (que se encuentra sumergido en el
bano en el que se encuentran las células, por el que perfunde la solucion extracelular) y el
electrodo de registro, que se encuentra dentro de la pipeta con la que se perfora la célula, que
ademas se encuentra sumergida en la solucién cuya composicion varia segun el modo de

trabajo.
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e Modalidades de trabajo:

La técnica de patch clamp permite trabajar en varias modalidades diferentes en funcién del

tipo de actividad eléctrica que queramos medir, tal y como se describe en la figura14:

Q j)low resistance seal

euctlon high resistance seal

pulse of suction;
membrane ruptun, pull

| CELL-ATTACHED | ’
9

pore-forming
antibiotic in pipette

solution
pull in low

pull I PERFORATED air exposure solution

\J U

| OUTSIDE-OUT | INSIDE-OUT

Fig14: Representacién grafica de la pipeta en las diferentes modalidades (imagen de Patch
clamp electrophysiology methods and protocols Humana press).

1. Cell attached: En este caso, la pipeta se acerca a la célula hasta que entra en contacto
con la membrana y , al aplicar una presion negativa, la membrana forma una
protuberancia que se sella con las paredes de la pipeta quedando la solucion
intracelular en contacto con esa regién de la membrana plasmatica y aislada del medio
extracelular (gigasello). Este modo de trabajo permite medir corrientes ionicas de los
canales que se encuentran en esa region de la membrana.

2. Whole cell (célula entera): En este caso, se procede como en el modo cell attached,
creando un gigasello, y posteriormente, se aplican pulsos rapidos de succidn para
romper la membrana y acceder al citoplasma, de este modo, el electrodo de registro
tiene acceso al interior de la célula, por lo que el amplificador mide las corrientes

idnicas que se dan en toda la célula.

3. Parche perforado: Para trabajar en este modo, se forma en primer lugar un gigasello,
como en el modo cell attached, con la diferencia de que en este caso, la solucién de

la pipeta contiene anfotericina, un antibiético que crea pequefos poros en la

25



membrana, que permiten el flujo de iones a través, este método permite tener acceso
al interior ce la célula como en el método de whole cell, pero existiendo un menor
flujo entre la solucion de la pipeta y el citoplasma, de manera que existe una menor
difusién del citoplasma hacia el interior de la pipeta, lo que permite registrar

potenciales de accion.

4. Outside out: Este método genera un parche de membrana en la punta de la pipeta de
tal forma que el lado intracelular de la membrana y de los canales quedan en contacto
con el interior de la pipeta, mientras que el lado extracelular queda en contacto con el

bano.

5. Inside- out: Este modo es similar al anterior con la diferencia de que el lado extracelular

queda expuesto al bafio y el lado intracelular a la solucién de la pipeta.

Los modos Outside-out e inside — out son utiles si queremo la actividad eléctrica de
determinados canales idnicos en respuesta a determinados farmacos aplicados al bafio.

En el caso que nos ocupa nuestro objetivo es medir las corrientes de potasio / sodio que la
célula intercambia con el exterior, por lo que el modo de trabajo es el de whole cell (célula
entera), en esta modalidad, el interior de la pipeta se encuentra comunicado con el citoplasma
a través de un agujero en la membrana, de tal manera que el electrodo de registro se
encuentra sumergido en una soluciéon que se encuentra al mismo potencial que el interior de
la célula, por lo que tendremos un circuito eléctrico en el cual, el electrodo de referencia mide
el potencial extracelular, mientras que el electrodo de registro mide el potencial intracelular,

como se representa en el siguiente esquema(Fig15):
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Fig15: La figura A representa el camino que siguen los iones, el amplificador registra a través
del electrodo de medicion (en el interior de la pipeta) el potencial eléctrico con respecto del
que mide el electrodo de referencia, en contacto con el bafio. La figura B representa el circuito
eléctrico equivalente si las cargas fuesen electrones movidos por la fuerza electromotriz de
una pila (imagen de Electrophysiological Recording Techniques Wen-Jun Gao, PH.D. Drexel

University College of Medicine).

e Modos de registro:

Ademas de las diferentes modalidades de trabajo explicadas anteriormente, existen dos
modos de adquisicion de datos, Voltage Clamp y current clamp, debido a que queremos medir
corrientes ionicas, el modo en el que se han realizado los experimentos es el modo Voltage
clamp , en el cual, el sistema inyecta corriente en la célula a través del electrodo de la pipeta
forzando a la célula a adoptar un potencial de membrana determinado, en ese momento, se
producira una corriente a través de los canales idnicos abiertos que el equipo es capaz de

medir.
e Procedimiento de medicion de corrientes de potasio:

Para este procedimiento se utiliza una solucion extracelular isoosmolar con el liquido
intersticial de la célula beta pancreatica, (NaCl 138mM; KCI 5,6mM; CaC2,6mM;MgCI2
1,2mM; HEPES 5mM; Glucosa 5mM. La solucién tiene un pH de 7,4 . Y una solucion
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intracelular isoosmolar con el citoplasma (KCI 120mM; MgATP 3mM; CaCl2 1mM; MgCl2;
10mM HEPES; 10mM EGTA). Se trabaja en modo voltaje clamp.

En primer lugar, se coloca el cubreobjetos con las células en la camara, una vez se encuentra
fluyendo la solucion extracelular a 34°C, se coge una pipeta, se rellena con solucion
intracelular, se coloca en el amplificador y, a través del micromanipulador, se mueve la
micropipeta lentamente hasta tocar la membrana, para saber cuando ocurre esto, el
amplificador realiza un pulso test repetidas veces que se observa en la pantalla como una

sefal eléctrica cuadrada.

b (n)(m](5) B
L] 1 G N\
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Fig16: Senal del pulso test: En el grafico superior la pipeta todavia se encuentra libre, en el

inferior, la pipeta tiene acceso a la membrana, y se observan las corrientes capacitivas.

Al tocar la membrana de la célula con la punta, la amplitud de la sefal disminuye, debido a
gue aumenta drasticamente la resistencia al paso de corriente a través de la pipeta (Fig16),
en este momento, aplicamos succion a través del tubo conectado a la pipeta, para sellar la
membrana a esta, si se logra hacer un gigasello, veremos que desaparece la sefial eléctrica
y la resistencia que marca el amplificador es de mas de 1GQ (la resistencia de la pipeta por
si sola es de unos 5 MQ). Una vez hemos logrado el gigasello, aplicamos succion para
romper la membrana y lograr acceder, al acceder a la célula, se observa en la pantalla del
pulso test, una sefal con dos picos opuestos y simétricos. Estos son las corrientes
capacitivas de la célula, que se generan debido a que la membrana actia como un
condensador, produciéndose un movimiento de cargas al inyectar corriente. Para evitar que
estas corrientes afecten a los registros, debemos compensarlas, para ello, lo que hacemos
es girar el dial de compensacion de capacitancia y el de resistencia en serie(corrige la
resistencia del paso de corriente a través del orificio que conecta la pipeta con el interior de
la célula). Una vez el gréafico del pulso test aparece plano, ya podemos iniciar el registro, al
hacerlo, el amplificador aplica un protocolo automatico en el que aplica sucesivos pulsos de

voltaje a distintos potenciales y mide su correspondiente corriente. De manera que
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obtenemos el histograma que representa la corriente con respecto al tiempo para cada pulso

de voltaje.
e Medicion de corrientes de Na*:

Para la medicion de corrientes de Na* se utilizé una solucion de perfusion (solucion

extracelular),diferente a la descrita anteriormente()con la siguiente composicion:

Na*(NaCl) 118mM
K*(KCl) 5,6mM
CdCl 500uM
Ca?* ( CaCl2) 2,6mM
Mg?* (MgCl2) 1,2mM
HEPES(Tampén de pH) 5mM
Glucosa 5mM
TEACI 20mM

Tabla4: Composicidn de la solucion extracelular (o de perfusion) para la medicién de

corrientes de Na*.

En este caso, la composicién de la solucion extracelular es similar a la del potasio, pero en
este caso se anade cadmio (CdClz) a 500 uM con el objetivo de bloquear las corrientes de
Ca?" , al ser el cadmio un i6n divalente que inhibe los canales de calcio. También se afiade
TEA-CI (Cloruro de tetraetilamonio), un agente que bloquea los canales de potasio, para

impedir que las corrientes de K* interfieran con el registro de las corrientes de Na™.

La solucién intracelular para medir corrientes de Na* (Ajustada a pH 7,2) es la siguiente:

Cs* (CsCl) 130mM
MgATP 3mM
Ca®* ( CaCl2) 1mM
Mg** (MgCl2) 1mM
HEPES 10mM
EGTA 10mM

Tabla2: Composicién de la solucién intracelular para la medicion de corrientes de Na*.
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En el caso de la solucién intracelular para medir corrientes se sustituye el KCI por CsCl, ya

que el cesio inhibe los canales de potasio.

Para medir las corrientes de Na* mediante el setup de patch clamp, se realiza un
procedimiento similar al utilizado para corrientes de K*; se colocan las células (crecidas sobre
el cubreobjetos) en la camara de soporte, en la cual se perfunde la solucidon extracelular
continuamente, a un flujo de 135mL/h y una temperatura de 32°C; se introduce la solucion
intracelular en la pipeta y se procede a elegir una célula y registrarla, realizando primero el
gigasello; a continuacion la ruptura de la membrana da acceso al interior, y es seguida por la
compensacion de los componentes resistivo y capacitivo celulares. Finalmente, se procede a
la medicion de las corrientes con el protocolo de inyeccion de corriente. En este caso, a
diferencia del experimento de medicion de corrientes de K*, se han medido las corrientes de
Na+ usando 3 protocolos de medicion distintos aplicados en cada célula que se explican a

continuacion:

Vi inicial -70mV: En este caso, se aplican pulsos despolarizantes en los que se fijan
potenciales de membrana de -60mV a +60mV , con una diferencia de 10mV entre cada pulso
y se mide la corriente de entrada de sodio a cada potencial (Fig17), de forma analoga al

protocolo aplicado para la medicion de corrientes de K*.

-70mV

Pulsos de medicién -60mV a +60mV

Fig17: Ejemplo de un registro de medicion del protocolo Vi, = -70mV, donde arriba aparece

el potencial de membrana y abajo, las corrientes medidas a cada potencial.
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Vm inicial -150mV: En este caso, se realiza la medicion de corriente a los potenciales de
membrana como en el protocolo anterior, con la diferencia de que antes de cada pulso
despolarizante, se aplica un pulso hiperpolarizante que fija el potencial a -150mV(Fig18), de

esta manera, se asegura que todos los canales de Na* se encuentren desinactivados.

-70mV

150mV Pulsos de medicion -60mV a+60mV

Fig18: Ejemplo de un registro de medicion del protocolo Vi inicial = -150mV , donde arriba

aparece el potencial de membrana y abajo, las corrientes medidas.

Inactivation: Este protocolo, en cada medicion de corriente, primero aplica un prepulso que
fija el potencial de membrana a un determinado valor, (diferente en cada medicién) tras el

cual aplica un pulso despolarizante a +10mV(siempre el mismo), en el cual mide la corriente

de Na*(Fig19).
Pulso +10mV

Prepulso (de -150mV a 0mV)

T T T T
50 55 60 65
Time (ms)

Fig19: Ejemplo de un registro de medicion del protocolo de inactivacion, donde arriba

aparece el potencial de membrana y abajo, las corrientes medidas.
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e Analisis estadistico:

Para analizar los valores de las corrientes, se utilizo el programa Graphpad prism 8, utilizando
el método T- student, para comparar la desviaciéon de los valores entre las dos condiciones

(DPN y control) y calcular el valor de significancia estadistica (p-value).

7.RESULTADOS

7.1 Corrientes de K*:

Las corrientes de potasio fueron medidas usando la modalidad whole cell en configuracion
voltaje clamp, a continuacion se muestran dos graficas seleccionadas, representativas, de

las corrientes de K* en cada una de las condiciones (control y DPN)(Fig20):

4000

3000 { i,

oo | MW

e

1000

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 400 600 0 200 400 600

Fig20: Registro de las corrientes de K* ; en INS-1E; del grupo control (izquierda) y del grupo
DPN , representadas en pico amperios (pA) con respecto al tiempo en milisegundos, donde
cada uno de los graficos se corresponde con la medicién, tras fijar el potencial de
membrana a un determinado valor, empezando a -60mV y terminando por un pulso a
+70mV, cuya corriente correspondiente esta resaltada en rojo, registrandose la corriente

mas baja a un potencial de -20mV.
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Posteriormente, se calculd la media de las corrientes para cada cohorte y se representaron

en un grafico IV con respecto a su potencial correspondiente.

IV K* total currents

* —— Ctrol (N=4; n=16)
800 . * 7
. 1nM DPN 48h (N=4;n=16)

600 - *
[T *
3
< 400 *

*
200+
t T—// T T T T

T
60 -40 -20 0 20 40 60 80

Fig21:Representacién de las corrientes de K* normalizadas con respecto a la capacitancia de
membrana (pA/pF) donde pF es la unidad de medida de la capacitancia en picofaradios, con
respecto al voltaje de membrana en milivoltios(mV), para las células del grupo control (en
negro), y las del grupo DPN ( en naranja), se observa un aumento significativo (valor p < 0,05)

de las corrientes de K* de las células incubadas con DPN, con respecto a las control.

7.2 Corrientes de Na*:

Se muestran a continuaciéon graficos representativos de cada una de las condiciones
experimentales (control y DPN), de cada uno de los protocolos de medicion aplicados para

las corrientes de Na®.

-70 IV
1
Ctrol
20+ (N=3; n=8)
. DPN 1nM 48h
L:n_ 40 (N=3;n=11)
<
< 60+
-80-
'100 1 1 1 1

I I
-60 -40 -20 0 20 40 60
Vm(mvV)
Fig. 22: Representacion de la corriente al pico (maxima corriente) normalizada por la

capacitancia de membrana con respecto al potencial de membrana fijado en cada medicion.
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En este caso, los pulsos despolarizantes, se aplican partiendo la célula de su potencial de
membrana en reposo, es decir, en el momento anterior a aplicar cada pulso de voltaje, la
célula se encuentra a -70mV. En este caso, no se observa diferencia en las corrientes entre

las dos condiciones experimentales.

-150 IV
1
) Ctrol
50~ (N=3; n=8)
_ DPN 1nM 48h
‘5 100+ (N=3:n=8)
<
< 150
-200-
-250 I I I I I

1
-60 -40 -20 0 20 40 60
Vm(mV)

Fig. 23: Representacion de la grafica IV en la que se representa la corriente al pico (maxima
corriente) normalizada por la capacitancia, medida tras la aplicacién de los distintos pulsos
de voltaje partiendo en este caso de un potencial de -150mV, es decir, en este caso, antes
de fijar cada uno de los potenciales representados en el eje de abcisas, se fija primero el
potencial a -150mV, esta hiperpolarizacién asegura la desinactivacion de los canales de
sodio. En este caso, se observa una mayor corriente de sodio en las células tratadas con
DPN.
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Fig. 24: Representacion de la corriente al pico (maxima corriente) de Na* (normalizada por la
capacintancia) en funcién del potencial fijado en el prepulso (eje de abcisas), antes de medir

la corriente a +10mV en células INS-1E.

8.DISCUSION:

8.1 Corrientes de K*:

Como podemos observar claramente en la figura 21, la exposicion de las células INS-1E a
DPN 1nM durante 48h produce un aumento de la conductancia de su membrana para el
potasio de manera significativa, este resultado sugiere que la activacién del receptor ERB por
el xenoestrégeno DPN, aumenta las corrientes de K*. Si bien, solo con este experimento, no
es posible explicar fehacientemente la causa del aumento de la intensidad de estas corrientes
en respuesta a DPN, una posibilidad seria debido a que la activacion especifica de ER[3
aumenta la expresion de los canales de K*, ya que como hemos explicado antes, ERB puede
actuar como factor de transcripcién, induciendo la expresion de genes codificantes para

canales ionicos [4].
8.2 Corrientes de Na*:

Con respecto a las corrientes de Na*, los resultados muestran que, en el caso del protocolo
de -70mV (sin prepulso) (figura22), no hay ninguna diferencia en las corrientes de Na*,
mientras que si que hay un aumento en las corrientes de Na*, en las células incubadas con
DPN 1nM al medir las corrientes partiendo de un potencial (prepulso) de -150mV(Fig23),

igualmente, también se observa un aumento en estas corrientes al aplicar un pulso
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despolarizante de +10mV aplicando previamente una hiperpolarizacién variable. En la linea
de lo comentado previamente para las corrientes de K*, las diferencias en las corrientes de
Na* podrian deberse a cambios en la expresion de los genes de los canales de Na* en
respuesta a un aumento de la activacién de ERB. Como hemos visto en los resultados, en el
caso de las corrientes de Na* esta diferencia se observa solo al partir de un potencial de
membrana hiperpolarizado, tal y como se observa en la figura 23, a su vez, como se observa
en la figura 24, la diferencia entre las corrientes de sodio de las dos condiciones
experimentales (control y DPN), disminuye con el aumento del valor del potencial de
membrana inicial, de manera que a partir del potencial de reposo de -70mV, no se observa
diferencia en la corriente, lo que coincide con lo descrito en la figura 22, esta dependencia del
potencial de membrana inicial, podria explicarse debido a la propiedad de inactivaciéon que
tienen los canales de Na*, como se ha explicado anteriormente, los canales de sodio poseen
un estado inactivado, en el cual no se abren aunque el potencial de membrana alcanze el
umbral de apertura, para que el canal se desinactive y recupere la capacidad de abrirse en
respuesta a voltaje, es necesario que la célula vuelva a un potencial de membrana mas o
menos polarizado en funcién del tipo de canal de Na*. Se conoce que, en el caso de la célula
B de rata, que es el tipo de célula, del que deriva la linea INS-1E utilizada como modelo en
este trabajo, los canales de Na*, estan conformados principalmente por dos tipos, los canales
Nav1.7 y Nav1.3 [5], los canales Nav1.7, que son los mayoritarios en la célula B de rata, se
encuentran en su mayoria inactivados al potencial de membrana de reposo, y necesitan un
potencial de membrana muy negativo, de cerca de -100mV para desinactivarse [5],
posiblemente, esta sea la causa de que las diferencias en la actividad de los canales de sodio,
se observen al hiperpolarizar la célula a potenciales cercanos a -100mV antes de la
despolarizacion, mientras que las corrientes de Na* observadas en la figura 22,
probablemente sean debidas a los canales Nav1.3, que si que se desinactivan al potencial de
membrana de reposo [5]. La variacion observada en los datos de las corrientes de sodio,
podria deberse a que la mayor actividad de ER[, aumente la expresion de los canales Nav
1.7, generando el aumento de las corrientes evocadas tras aplicar prepulsos de -100mV o

menos.

9.CONCLUSION Y PROYECCION FUTURA:

A la vista de los resultados, la exposicion a DPN de las células de la linea INS-1E, produce

una alteracion de las corrientes idnicas, en este caso, aumentando, tanto las corrientes de K*,
como las de Na*, por lo que parece que la activacion especifica del receptor ERB por el

agonista, produce este aumento.
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Si bien unicamente con los estudios realizados en este trabajo no es posible conocer con
detalle el mecanismo subyacente de este aumento, basandonos en experimentos llevados a
cabo por otros autores, en los que se media la expresién de los genes codificantes para
canales de K* y de Na* en células betas expuestas a xenoestrogenos, en las cuales se ha
observado que los xenoestrégenos producen alteraciones en la expresion génica de estos
canales, cabria pensar que la mayor activacion de ERP aumentaria estas corrientes
aumentando la expresion de, al menos, los genes codificantes para los canales de K* y los de
Na*, ya que ERB actua a nivel transcripcional, bien actuando como factor de transcripcion, o

a través de la interaccion con otros factores de transcripcion [12].

No obstante, para verificar estas hipotesis, sera necesario realizar mayor investigacién sobre
ERpB, mediante estudios en los que se contraste la informacién existente con la obtenida en

otro tipo de experimentos, como los siguientes:

Estudios electrofisiolégicos para comparar las corrientes en células con el gen ER silenciado,
con celulas con el gen de ERp sobreexpresado, y con células con expresion normal de ERp,
para comprobar si las diferencias en la expresion de ER[ se correlacionan con un aumento o

disminucion de las corrientes idnicas de la célula.

Estudios de comparacién de la expresion de los genes de los canales de potasio y sodio, en
diferentes condiciones experimentales, como por ejemplo, en presencia y usencia de DPN o
con ER silenciado o sobreexpresado, usando técnicas como la RT-gPCR o la secuenciacion
de RNA.
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