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Resumen

La diabetes mellitus de tipo 2 se caracteriza por la incapacidad del paciente de regular los niveles
de glucosa en sangre, que puede deberse a una disfuncién en la secrecién de insulina por parte
de las células B-pancreéticas o a la resistencia de los tejidos diana a la insulina. Se ha observado
que el 17-B estradiol (E2) aumenta la secrecién de insulina en respuesta a glucosa en el islote
de Langerhans pancreatico, actuando a través de los receptores de estrogenos. Ademas, los
estrégenos estan relacionados con la mejora de la sensibilidad a la insulina en el musculo

esquelético, higado y tejido adiposo.

En este trabajo de investigacién, se ha estudiado la expresion y localizacion del receptor de
estrogenos ERB en el nucleo, en el complejo de Golgi, reticulo endoplasmatico y mitocondrias
en la linea celular INS-1E de células- pancreaticas de rata. Ademas, hemos puesto a punto el
silenciamiento de ER, mediante siRNAs, y la sobreexpresion de ER[, por medio de un plasmido
de sobreexpresion, para posibles estudios futuros de pérdida y ganancia de funcién. Hemos
estudiado como afectan estas técnicas a la localizacion celular de ERP en las células INS-1E,

obteniendo hallazgos significativos sobre su distribucién subcelular.

Palabras clave: célula beta, receptor de estréogenos beta, linea celular INS-1E, 178-

estradiol

Abstract

Type 2 diabetes mellitus is characterized by the patient's inability to regulate blood glucose levels,
which may be due to dysfunction in insulin secretion by pancreatic -cells or insulin resistance in
target tissues. It has been observed that 17-3 estradiol (E2) increases glucose-stimulated insulin
secretion in pancreatic islets of Langerhans by acting through estrogen receptors. Additionally,
estrogens are associated with improved insulin sensitivity in skeletal muscle, liver, and adipose

tissue.

In this research work, the expression and localization of the estrogen receptor ER in the nucleus,
Golgi complex, endoplasmic reticulum, and mitochondria in the rat pancreatic p-cell line INS-1E
were studied. Furthermore, we have established the silencing of ERB, via siRNAs, and
overexpression of ERf, through an overexpression plasmid, for potential future studies of loss
and gain of function. We have studied how these techniques affect the cellular localization of ER[3

in INS-1E cells, obtaining significant findings regarding its subcellular distribution.

Keywords: beta cell, estrogen receptor beta, INS-1E cell line, 17f-estradiol



Abreviaturas
Aa: Aminoacido

ADP:
difosfato

Adenosine  diphosphate.  Adenosin

AF1: Activation function 1. Funcién de activacién
1

AF2: Activation function 2. Funcién de activacion
2

AMPc: Cyclic adenosine
Adenosin monofosfato ciclico

monophosphate.

AR: Androgen receptor. Receptor de androgenos
ATP: Adenosine triphosphate. Adenosin trifosfato
BCA: Bicinchoninic acid. Acido bicinconinico

BSA: Bovine serum albumin. Albumina de suero
bovino

[Ca?*]: Concentracién de calcio intracelular

DBD: DNA binding domain. Dominio de unién a
ADN

DNA: Deoxyribonucleic acid. Acido

desoxirribonucleico
E2: 17B-estradiol

EGFP: Enhanced Green fluorescent protein.
Proteina fluorescente verde mejorada.

ER: Estrogen receptor. Receptor de estrégenos

ERa: Estrogen receptor alpha. Receptor de
estrégenos alfa

ERB: Estrogen receptor beta. Receptor de
estrogenos beta

ERE: Estrogen response elements. Elementos
de respuesta a estrogenos

Karp: Canales de potasio dependientes de ATP

GFP: Green Fluorescent Protein. Proteina

fluorescente verde

GIP: Gastric inhibitor polipeptide. Polipéptido
inhibidor gastrico

GM130: Golgi marker 130. Marcador de Golgi
130

GMPc: Cyclic guanosine
Guanosina monofosfato ciclica

monophosphate.

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

GR: Glucocorticoid
glucocorticoides

receptor. Receptor de

GLP1: Glucagon-like peptide receptor. Péptido 1
similar a glucagon

GK: Glucokinase. Glucoquinasa

GSIS: Glucose estimulated insulin secretion.
Secrecion de insulina estimulada por glucosa

HSP: Heat shock protein. Proteina de choque
térmico

LBD: Ligand binding domain. Dominio de union a
ADN

MAPK: Mitogen-activated protein kinases.
proteinas quinasas activadas por mitégenos

mRNA: Messenger RNA. ARN mensajero

NLS: Nuclear localization signal. Sefal de

localizacion nuclear

NR: Nuclear receptor. Receptor nuclear
PA: Palmitic acid. Acido palmitico
PATs: Palmitoiltransferasas

PBS: Phosphate-buffered saline. Tampon fosfato
salino

PFA: Paraformaldehyde. Paraformaldehido

PI3K: Phosphatidylinositol-3-kinases
Fosfatidilinositol-3-quinasa

PKG: Protein kinase G. Proteina quinasa G
RNA: Ribonucleic acid. Acido ribonucleico

RPMI 1640: Roswell Park Memorial Institute
1640.

siRNA: small interfering RNA. ARN pequefio de
interferencia.

SUR1: Sulfonylurea receptor 1. Receptor de
sulfonilurea 1

TBS: Tris-buffered saline.
tamponada con Tris.

Solucién salina

TBS-T: Tris-buffered saline with Tween 20.
Solucién salina tamponada con Tris, con Tween
20

TCA: Tricarboxylic acid cycle. Ciclo de los acidos
tricarboxilicos

VGCC: Voltage-gated calcium channels. Canales
de calcio dependientes de voltaje



1. Introduccion

1.1 La célula B-pancreatica

Las células-B se encuentran en el interior de los islotes de Langerhans, localizados en el
pancreas y se encargan de la produccion y secrecion de la insulina. Los islotes de Langerhans
estan formados por cinco tipos celulares, las células-a productoras de glucagoén, las células-6
productoras de somatostatina, células-y o PP productoras de los polipéptidos pancreaticos, las
células-¢ productoras de ghrelina y las células-B. Estas ultimas son el componente mayoritario
de los islotes ocupando un alrededor de un 65-90% en los islotes de roedores y un 50-55% en
los humanos. Los fallos en la fisiologia de estas células pueden llevar a afecciones como la

diabetes mellitus, caracterizada por una elevacién de niveles de glucosa en sangre’.

Cuando las células- no funcionan correctamente o son insuficientes en nimero, la capacidad
del cuerpo para regular los niveles de glucosa en sangre se ve comprometida. En la diabetes
tipo 1 el sistema inmunolégico ataca y destruye las células-B, ocasionando una falta de
produccion de insulina. En el caso de la diabetes tipo 2, que afecta al 90% de las personas
diagnosticadas como diabéticas, los tejidos se vuelven menos sensibles a la insulina y, ademas,
las células-B no producen la suficiente insulina para satisfacer las demandas y acaban entrando
en un proceso de desdiferenciacion, agotamiento o apoptosis, o que lleva a una elevacion

crénica de los niveles de glucosa en sangre?.

1.2 Secrecidén de insulina inducida por glucosa

El mecanismo por el cual se produce la secrecién de insulina estimulada por glucosa (GSIS)
requiere de la entrada inicial de la glucosa extracelular en la célula a través del transportador
GLUT1 en humanos, o GLUT2 en roedores, asociado a la glucoquinasa (GK). Una vez en el
citoplasma celular, la glucosa es fosforilada a glucosa-6-fosfato por la GK, quedando atrapada
en el interior celular®. Posteriormente, la glucosa-6-fosfato se metaboliza por la via glucolitica,
liberando moléculas de ATP al formar piruvato que se oxida en la mitocondria por medio del ciclo
de los acidos tricarboxilicos (TCA) generando mas moléculas de ATP. El incremento de la relacién
ATP:ADP ocasiona el cierre de los canales de potasio dependientes de ATP (canales Karp), los
cuales se encargan de mantener el potencial de reposo de las células-B 45, despolarizando la
membrana y consecuentemente, abriendo los canales de Ca?* dependientes de voltaje (VGCC)
aumentando la concentracion de Ca?* intracelular ([Ca?*])). De este modo, se activan una serie
de proteinas quinasas que interaccionan con la via exocitica celular desencadenando la
liberacion de la insulina al medio extracelular (Figura 1) 36. Se ha comprobado que
concentraciones de glucosa superiores a 6 mM son suficientes para que se alcance el potencial
de despolarizacion de la membrana plasmatica y generar potenciales de accién’, que pueden

manifestarse en forma de rafagas oscilatorias, especialmente con concentraciones de 5-15 mM



de glucosa, o exhibiendo una actividad mas continua y picos sostenidos con concentraciones

superiores a 16 mM de glucosa“.
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Figura 1. Secrecion de insulina estimulada por glucosa (GSIS). El aumento de glucosa extracelular
provoca la entrada de glucosa al interior de las células-f3 por mediacion del transportador GLUT1 (humanos)
0 GLUT2 (roedores), donde es fosforilada por la GK y se metaboliza mediante la glucdlisis, produciendo
una elevacion de la relacion ATP:ADP en el citoplasma. Este aumento de ATP implica el cierre de los canales
Katp, lo que conduce a la despolarizacién de la membrana. Consecuentemente, se abren los VGCC que
inducen un aumento del Ca?* intracelular, desencadenando la exocitosis de los granulos de insulina.
Adicionalmente, la despolarizacion de la membrana promueve mecanismos de sefalizacion metabdlica
mediados por el receptor de incretinas que contribuyen a la amplificacion de la secrecion de insulina (flechas
discontinuas), donde participan el AMP ciclico (AMPc), el polipéptido inhibidor gastrico (GIP) y el péptido 1
similar al glucagén (GLP1). Figura modificada de Campbell et al., 2022 3.

1.3 Estroégenos

Los estrogenos son un grupo de hormonas esteroideas que tienen una estructura quimica
derivada del ciclopentanoperhidrofenantreno. Son moléculas liposolubles que difunden
facilmente a través de las membranas y se sintetizan mayoritariamente en los ovarios, pero

también en las glandulas suprarrenales, el tejido adiposo, el cerebro y los testiculos?® °.



Los estrégenos naturales son considerados las hormonas femeninas mas importantes ya que
estan involucrados en multitud de procesos clave en el desarrollo sexual femenino. Ademas,
afectan a la distribucion de la grasa e inducen la secrecién en las glandulas sebaceas. En cambio,
los estrégenos sintetizados en los testiculos y las glandulas adrenales participan también en el

desarrollo sexual masculino®.

El estrogeno mas importante es el 17-p estradiol (E2) ya que, ademas de ser clave en el
desarrollo sexual del individuo, también actia en muchos érganos, como el pancreas endocrino,
el cerebro, el higado y el hueso, y sistemas, como el esquelético, el muscular, el inmunolégico y

el cardiovascular'® (Figura 2).

Figura 2. Estructura quimica del 17-f estradiol. Figura extraida de la web LGC standards.

Las acciones que ejercen los estrogenos en el musculo esquelético, higado, sistema inmunitario
y tejido adiposo estan implicadas tanto en la mejora de la respuesta a la insulina, como en la
prevencion de acumulacién de grasas e inflamacion. En el caso de las células-$, la actividad de
los estrogenos también regula la secrecién de insulina, el equilibrio de nutrientes y la
supervivencia celular. La carencia de estrogenos favorece la disfuncién metabdlica, aumentando

el riesgo de obesidad, sindrome metabdlico y diabetes tipo 2.

1.4 Receptores de estréogenos

Los receptores de estrogenos (ER) forman parte de una superfamilia de receptores nucleares
(NR) que abarca seis subfamilias'?. La subfamilia 3 engloba a los receptores de estrégenos,
andrégenos, progesterona, mineralocorticoides y EERalpha, beta and gamma'2. Existen tres
tipos de receptores de estrégenos (ER) que llevan a cabo la sefalizacion celular de los
estrogenos, dos de ellos nucleares, ERa y ERpB, y un receptor transmembrana acoplado a
proteina G (GPER)'3. De este ultimo se ha descrito que puede regular la expresién génica de
factores de transcripcion por activacion de proteinas que cambian su actividad'#. Con respecto a
ERa y ERp, estos tienen funciones importantes en el metabolismo glucidico y lipidico,
expresandose en adipocitos, musculo esquelético, higado y pancreas endocrino. En este trabajo
nos centraremos en ER.



1.5 Estructura de ER

La proteina ER humana esta codificada por el gen ESR2 y esta compuesta por seis dominios
funcionales. ElI dominio A/B corresponde con el extremo N-terminal y no se conserva
evolutivamente, siendo el mas variable tanto en su secuencia como en su longitud®. Este dominio
tiene la funcion de activacion 1 (AF1), independiente de ligandos, implicada en interacciones
proteina-proteina y en la activacion de la expresién génica a nivel transcripcional*. El dominio C
o dominio de union a DNA (DBD), es el mas conservado en la evolucién y esta involucrado en el
reconocimiento y union al DNA. Contiene una estructura de dos dedos de zinc que desempefa
un papel importante en la dimerizacién del receptor y en la unién de este a secuencias
especificas de DNA'™. En el dominio D se sittan las sefiales de localizacién nuclear (NLS) y de
union a factores de transcripcion. La union ligando-receptor se produce a través del domino E o
dominio de unién a ligando (LBD). Este dominio, que se encuentra proximo al extremo C-terminal,
se encarga de la union del receptor con el ligando, de su dimerizacién, translocacion nuclear y
de la transactivacion de la expresion génica. EI LBD también alberga la funcién de activacion 2
(AF2), una region compleja implicada en la transcripcién de genes, cuya estructura y funcién
estan reguladas por la union de los ligandos®14.15. Por dltimo esta el dominio F, que es la regién
situada en el extremo C-terminal, la cual presenta una estructura aminoacidica altamente
variable y se encuentra poco descrita. No obstante, se ha propuesto que esta region interviene
en la respuesta diferencial del receptor en funcién de si este se encuentra unido a un agonista o

a un antagonista en el LBD, siendo importante en la transcripcion mediada por E26.

Es importante mencionar que ERa y ERp presentan alrededor de un 45% de homologia total en
su estructura, conteniendo la misma regién funcional con un 96% de homologia en el DBD y un

56% en el LBD (Figura 3)'®. Ademas, la afinidad de ambos receptores por E2 es similar.

Exones transcritos
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Figura 3. Estructura del mRNA y de las proteinas de los receptores de estréogenos. Los numeros del
interior del mRNA corresponden a los exones vy las siglas exteriores a los dominios funcionales. En las
proteinas, las letras del interior corresponden a los diferentes dominios estructurales de los receptores y los
numeros del exterior sefialan el numero de aminoacidos. Los porcentajes representan el grado de
homologia entre los dominios estructurales de ERa y ER[. Abreviaturas: AF1, funcion de activacion 1; AF2,
funcién de activacion 2; DBD, dominio de unién a DNA; LBD, dominio de unién a ligando; NLS, sefial de

localizacién nuclear; aa, aminoacido. Figura modificada de Barron-Gonzalez A et al., 2001 '°.
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Actualmente, hay catalogadas 5 isoformas de ER en rata y 9 isoformas en humanos, las cuales
son producidas por procesamiento alternativo. Dado que nuestro trabajo esta enfocado en la
utilizacion de la linea INS-1E, que procede de rata, nos centraremos en las isoformas de esta
especie (Figura 4). La isoforma canénica ER(31 tiene un peso molecular de aproximadamente 59
kDa. Esta, se une a los estrogenos con una afinidad similar a la de ERa y activa la expresion de
genes, que contienen elementos de respuesta a estrogenos (ERE), de una manera dependiente
de estroégenos. La isoforma ER[2, tiene un peso molecular de 61 kDa, carece dominio de unién
a ligando y se trata de un regulador negativo dominante de la accion de los estrégenos'’. Las
isoformas ERB3 y ERB4, con un peso molecular de 54 y 56 kDa, respectivamente, son ambas
incapaces de unirse al DNAy activar la transcripcion debido al truncamiento del dominio de union

a DNA'8. De la isoforma ERB5 sabemos que es la de menor peso molecular, 47 kDa.

LBD

RGYKSSISESECSST

AT
-5|ESR2_RAT

Figura 4. Alineamiento de las distintas isoformas de ERP de rata. La isoforma candnica ERB1 esta
compuesta por un total de 530 aas. La isoforma ERB2 posee una insercién de aas en el LBD, por lo que es
la isoforma mas larga con un total de 548 aas. ERB3 presenta una delecion de aas en el dominio DBD,
estando constituido por 491 aas. La isoforma ER[34 tiene la misma delecion en el DBD que ERB3 y la misma
insercion en el LBD que ERB2, quedandose con un total de 509 aas. Por ultimo, ERB5 tiene una gran
delecion que abarca parte del DBD hasta parte del LBD, siendo esta la isoforma de menor tamafio con 430
aas. Los asteriscos negros indican que el aa coincide en las 5 isoformas. Figura de elaboracién propia a
partir de las herramientas bioinformaticas Clustal Omega e InterPro, y las bases de datos UniProtKB y NCBI

Entrez Protein.



1.6 Mecanismos de sefalizaciéon de ER[3

A. Via clasica o iniciada en el nucleo

La via clasica de sefializacién implica la unién de E2 a ER[ en el citoplasma o en el ndcleo
celular. Los ERP inactivos se encuentran mayoritariamente en el nucleo, pero también hay una
fraccion en el citoplasma donde estan asociados a varias chaperonas, conocidas como "heat
shock protein" (HSP), formando un complejo. Tras la unién del ligando a los ERp ubicados en el
nucleo, estos dimerizan formando homodimeros ERBR y heterodimeros ERaf3. Estos dimeros
interactian con secuencias palindrémicas especificas del DNA, mas concretamente con los ERE
que se encuentran en los promotores de los genes diana, regulando la maquinaria de
transcripcion. En cambio, cuando se unen estrogenos a los ERB ubicados en el citoplasma, estos
se disocian de las HSP, se translocan al nucleo y acaban dimerizando para llevar a cabo la
regulacion de la transcripcion descrita anteriormente. Los dimeros pueden interactuar
directamente sobre la secuencia de DNA o indirectamente por medio de factores de transcripcion
(Figura 5) 1919, Por tanto, el mecanismo de sefializacion clasico esta implicado principalmente
con la modulacién de la expresién génica a nivel transcripcional. Estos mecanismos son lentos

y se necesitan al menos 20-30 minutos para detectar un efecto celular™®.
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Figura 5. Senalizacion nuclear de los ER. a) Regulacion directa de la transcripcion génica mediada por
los ER, asi como también por los receptores de glucocorticoides (GR) y de andrégenos (AR), al unirse a los
ERE del DNA. b) Regulacién indirecta de la transcripcion génica mediada por los ER, GR y AR al unirse a

factores de transcripcion que interaccionan con el DNA. Figura modificada de Ellis R. Levin et al., 201620,

B. Via no clasica o iniciada fuera del nticleo

Por otra parte, se sabe que el E2 es capaz de producir respuestas celulares rapidas que actian
en pocos minutos o incluso segundos, debido a que existen ER extranucleares asociados a la
membrana plasmatica?’. La localizacion de estos receptores en la membrana plasmatica se debe
a la palmitoilacién, una modificacién postraduccional que consiste en la unién covalente de un
acido palmitico a una proteina por mediacién de las palmitoiltransferasas (PATs). En el caso de
los ER, estos son palmitoilados en el complejo de Golgi y las PATs incorporan el acido palmitico
a una cisteina (Cys) (Cys447 en ERa y Cys418 en ERp) perteneciente a un motivo de 9
aminoacidos, similar en ERa y ERB, que se encuentra en el dominio E de los ER. De este modo,
los ER monoméricos unidos a HSP se encuentran en el complejo de Golgi y son palmitoilados,
pasan al citoplasma, donde se asocian con la caveolina-1, quien los dirige a las caveolas de la
membrana plasmatica celular202'22, Una vez en la membrana, el E2 se une a los ER
desencadenando una modulaciéon de cascadas de sefalizacion intracelular como la MAPK
(proteinas quinasas activadas por mitégenos), PI3K (fosfatidilinositol-3-quinasa) 6 AMPc.
Ademas, en las células-3, se ha visto que, en sinergia con la glucosa, cuando el E2 se une a un
receptor de membrana, cierra los Karp y, como consecuencia, se potencia la sefal de calcio,
potenciando la secrecion de insulina23. Este proceso esta mediado por la via de sefializacion del

GMPc (guanosin monofosfato ciclico) y PKG (proteina quinasa G)'°.

Una vez han sefializado, los ER se despalmitoilan y se internalizan en el endosoma, lo que puede
desembocar en una sefializacion endosomica alternativa, en la degradacién lisosomal de los

receptores o bien en la translocacion de estos al Golgi para que se vuelva a palmitoilar.

El mecanismo de palmitoilacion mas estudiado es el de ERa (Figura 6)2, pero se ha demostrado

que ERpB también depende de la palmitoilacion para localizarse en la membrana y que parece



seguir un mecanismo similar, ya que al utilizar inhibidores de PATs ERf deja de localizarse en la

membrana y de interactuar con la caveolina-124,

No obstante, todavia se sabe poco sobre esta via de sefalizacion.
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Figura 6. Palmitoilacion de ERa. En el complejo de Golgi, las palmitoiltransferasas afiaden acido palmitico
(PA) en la Cys447 del motivo de 9 aas presente en el dominio E de ERa unido a HSP27. ERa se disocia de
HSP27 y se une a la caveolina-1. Seguidamente se transloca a la membrana, donde participa en la
sefalizacion, se despalmitoila y se internaliza en el endosoma. Esto puede dar lugar a una sefalizacion
endosomica alternativa, a la degradacion lisosomal del receptor o a la translocacion del receptor al aparato

de Golgi para volver a ser palmitoilado. Figura modificada de Ellis R. Levin et al., 2016 %°.

2. Antecedentes y objetivos

El 17-B estradiol (E2) aumenta la secrecién de insulina en respuesta a glucosa en el islote de
Langerhans pancreatico de raton. En condiciones fisiolégicas, la estimulacion con E2 potencia
un 30% la secrecion de insulina producida por 8mM glucosa en células beta. Este efecto no se
bloquea por la utilizacion de inhibidores de la sintesis proteica y de RNA, lo que indica que se
debe a una sefial rapida, mediada por un mecanismo no genémico?3. El E2 actia a través de los

receptores de estrégenos presentes en la célula-3, ERa, ERB y GPER.

El objetivo de este trabajo es determinar la localizacion celular de ERf en la linea celular beta
pancreatica INS-1E, asi como el efecto sobre la localizacion de su silenciamiento y su

sobreexpresion.



3. Materiales y métodos

3.1 Cultivo celular de la linea productora de insulina INS-1E

Para realizar este trabajo se ha utilizado la linea INS-1E, una linea inmortal de célula-B
pancreatica de rata. Es un clon derivado de la linea original INS-1, que proviene de un insulinoma
inducido por irradiacion con Rayos X en ratas macho?®. Estas células se cultivaron en medio
Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) suplementado con GlutaMAX™ (Gibco, 6170-
010), suero fetal bovino (FBS) inactivado al 5% (Hyclone, SV3160.03), HEPES 1 M (Gibco,
15630-056), piruvato sédico 100 mM (Gibco, 11360-039), penicilina-estreptomicina (P/S) 10000
u/mL (Gibco,15140-122) y (3-ME) 50 mM (Gibco, 31350-010), a 37°C en una atmésfera humeda
con COz2 al 5%.

Las células se mantuvieron en frascos de 25 cm? hasta llegar a una confluencia adecuada.
Llegado ese punto, debe realizarse el pase celular, despegando las células del frasco mediante
tripsinizacion, utilizando tripsina-EDTA al 0,05% (Gibco) durante 3 minutos a 37°C. Después, la
tripsina se neutraliza con medio fresco de cultivo. La mezcla celular se transfiere a un tubo de 15
mL (Falcon) y se centrifuga a 200 rcf durante 7 minutos, se elimina el sobrenadante y se
resuspende el pellet de células en 5 mL de medio de cultivo. Para determinar la concentracion
celular por mL, se realiza un recuento celular utilizando la camara de Neubauer. Para ello, se
toma una muestra de 10 uL de la suspension celular y se cuentan las células en los 4 cuadrantes
de la camara en el microscopio. El calculo se realiza utilizando la siguiente formula:
N total células contadas Ne@ células

X 10000 =
4 mL

Finalmente, se sembraron 1,5 millones de células/mL en frascos de 25 cm? para el mantenimiento
del cultivo celular y 100.000 o 150.000 células/pocillo (segun el experimento) en placas de 24

pocillos.

3.2 Protocolo de silenciamiento de ER

El silenciamiento génico mediante la utilizacion de pequefios fragmentos de RNA de interferencia
(siRNA) es un proceso a partir del cual podemos inhibir la expresiéon de genes concretos. Los
siRNAs actuan guiando el corte endonucleolitico del mRNA por nucleasas impidiendo, asi, la
traduccién de estos. En nuestro caso, hemos utilizado siRNA monocatenario complementario al
mRNA transcrito del gen ESR2, cuya funcién es dirigir la degradacién de dicho mRNA al

complementarse a él.

En este caso hemos realizado un doble silenciamiento para aumentar el rendimiento. Como
control hemos utilizado un siRNA control comercial (Invitrogen, 4390843) que contiene

secuencias aleatorias de siRNAYy para silenciar hemos usado siRNA constituido por un fragmento



de la secuencia complementaria del mMRNA transcrito del gen ESR2 (Invitrogen, 145910), los

cuales vienen a una concentracion stock de 20 uM y deben almacenarse a -80°C.

Para llevar a cabo el silenciamiento de ERPB en la linea celular INS-1E necesitamos: 100.000
células por pocillo en placas de 24 pocillos con 500 pL de medio de cultivo (ver apartado 3.1);
Lipofectamina RNAIMAX (Invitrogen, 13778-075), que es un agente de transfeccién basado en
nanoparticulas lipidicas que interactian con los siRNAs formando complejos lipidicos que
permiten su entrada en la célula; medio Opti-MEM, que es un medio de cultivo especifico que
ayuda a mejorar la eficacia y la especificidad del proceso, al contener nutrientes y factores que
favorecen la supervivencia celular y la eficiencia de transfeccion al facilitar la entrada de los
siRNAs; y medio de transfeccion, que es igual que el medio de cultivo de INS-1E pero sin suero

ni antibidtico para optimizar la transfeccion.

Preparamos en un tubo Eppendorf una dilucién 1:50 de Lipofectamina RNAIMAX (1 pL/pocillo)
en medio Opti-MEM (50 pL/pocillo). Al mismo tiempo, preparamos en otros dos tubos Eppendorf
una dilucién 1:66 del siRNA control (0,75 pL/pocillo) y otra del siRNA de ERP (0,75 pL/pocillo) en
medio Opti-MEM, obteniendo una concentracién de 300 nM de siRNA. Tras 5 minutos de
incubacion, mezclamos el mismo volumen de medio Opti-MEM + Lipofectamina RNAIMAX con
cada preparacion de medio Opti-MEM + siRNA, y dejamos incubando 20 minutos mas. Una vez
transcurrido el tiempo, afiadimos el volumen restante, para llegar a 500 pL de volumen total por
pocillo, obteniendo una concentracién de 30 nM de siRNA, el medio de transfeccion. Tras esto,

ponemos 500 uL de la mezcla final en cada pocillo y lo dejamos incubando durante 18 horas.

Transcurridas las 18 horas, cambiamos el medio de las células y afiadimos medio de transfeccién
nuevo. Tras 24 h realizamos el segundo silenciamiento repitiendo los pasos que hemos descrito
anteriormente, y a las 18 horas volvemos a cambiar el medio, pero esta vez afiadimos medio
RPMI 1640 y GlutaMAX con antibidtico y suero. A las 72 horas del segundo silenciamiento se
para el experimento para recoger las muestras, bien para extraccion de proteinas o para

inmunocitoquimica.

3.3 Sobreexpresion de ERB en INS-1E

La sobreexpresion génica es un proceso a partir del cual se incrementa de manera significativa
la expresion de un gen especifico, mediante la introduccién exégena de DNA o RNA que
contenga la misma secuencia del gen de interés. En nuestro caso, hemos inducido la
sobreexpresion de ERB mediante la introduccidn exégena de un plasmido de fusién a la proteina
fluorescente verde (GFP) que contiene la secuencia del gen ESR2 (BD Biosciences Clontech,
6084-1).

En la sobreexpresion de ER se realizé un control donde solamente se trataba a las células con

lipofectamina, un control donde se transfectaba con el plasmido que contiene Unicamente el gen
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que codifica la GFP, y una transfeccién con el plasmido que contiene el gen de la GFP fusionado
al gen ESR2.

Para llevarlo a cabo necesitamos: 150.000 células por pocillo en placas de 24 pocillos con 500
pl de medio de cultivo (ver apartado 3.1.1); Lipofectamina 2000; medio Opti-MEM; y medio de

transfeccion.

Preparamos en un tubo Eppendorf una dilucién con Lipofectamina 2000 (1,4 uL/pocillo) en medio
Opti-MEM (50 uL/pocillo). Paralelamente, preparamos en otros tres tubos Eppendorf, en dos de
ellos ponemos GFP en uno (0,6 yL/pocillo) y GFP + plasmido (0,6 uL/pocillo) en el otro con medio
Opti-MEM (50 uL/pocillo), y en el tubo restante ponemos Unicamente medio Opti-MEM. Dejamos
incubando 5 minutos. Después echamos un tercio de la solucién con medio Opti-MEM +
Lipofectamina 2000 en cada una de las tres disoluciones, y dejamos incubando 20 minutos. Una
vez transcurrido el tiempo, afiadimos el medio de transfeccion y, tras esto, ponemos 500 pL en

cada pocillo y lo dejamos incubando durante 18 horas.

Transcurridas las 18 horas, procedemos a cambiar el medio de las células y afiadimos el medio
RPMI 1640 y GlutaMAX con antibiético y suero.

3.4 Extraccion de proteinas totales

Para la extraccion de proteinas totales de la muestra celulares preparamos tampén RIPA con
inhibidores de proteasas. Este tampdn se prepara en agua mQ con Tris-HCI 50 mM, pH 8; NaCl
150 mM; NP40 al 1%; SDS al 0,1%; DOC al 0,5%; inhibidores de proteasas al 25X.

A continuacion, quitamos el medio de cultivo de la placa de 24 pocillos donde tenemos las células
y ponemos 50 ulL/pocillo de RIPA. Tras esto, almacenamos la placa a -80°C durante 24h.

Finalmente rascamos los pocillos obteniendo la muestra para su cuantificacion.

3.5 Cuantificacion de proteinas

Cuantificamos la concentracion de proteinas totales diluida 10 veces en tampoén RIPA. Para ello,
utilizamos el método del acido bicinconinico (BCA) con el kit BCA Protein Assay® (Thermo Fisher
Scientific, 23225), siguiendo las indicaciones del fabricante, en placas de 96 pocillos. Para
obtener la curva de calibrado, empleamos albumina de suero bovino (BSA) diluida en el mismo
tampon de extraccion como proteina patrén. Afiadimos 200 pL de reactivo BCA a cada pocillo
con 10 yL de muestra o proteina patrén. Este reactivo se compone de 50 volumenes de reactivo
A (Na2COsz, NaHCOs3;, BCA y CsHisNa20e en NaOH 0,1 M) y un volumen de reactivo B
(CuS04-5H20 al 4%). Finalmente, medimos la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm
en un espectrofotometro-fluorimetro GENios Microplate Reader® (TECAN; Mannedorf, Suiza).

Las muestras de proteina se alicuotan y se almacenan a -80 °C hasta su utilizacién.
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3.6 Western Blot

El Western Blot es una técnica basada en la deteccion y analisis de proteinas especificas de una
muestra. En nuestro caso, queriamos observar las diferencias entre el nivel de proteina basal de

ERB con respecto a su sobreexpresion y silenciamiento.
Para llevar a cabo el Western Blot, seguimos el siguiente protocolo:
1° Preparacion del gel de poliacrilamida al 10%

- En un tubo, afiadimos agua destilada; Trizma Base a pH 8,8 y una concentracion de
0,37M (Sigma, T1503); SDS al 1% (Panreac AppliChem, A2572); acrilamida al 30% (Bio-
Rad, 1610156). Por ultimo, se echa el persulfato amonico al 1% y TEMED
(tetrametiletilendiamina) al 0,5% (Bio-Rad, 1610800), ya que estos son los agentes que
van a iniciar la polimerizacion del gel.

- Homogenizamos bien y rellenamos cada cristal.

- Anadimos isopropanol para que el gel se quede lo mas recto posible y dejamos el gel en
reposo un minimo de 40 minutos para que polimerice.

- Quitamos el isopropanol.

- Preparamos el gel concentrador que se prepara de la misma manera que el anterior,
pero cambiando el buffer, que en este caso es Trizma Base a pH 6,8 y a una
concentraciéon de 0,5 M.

- Una vez puesto el gel concentrador, colocamos el peine.
2° Electroforesis en gel:

- Colocamos el gel de poliacrilamida en el soporte y afiadimos running buffer 1X (Trizma
Base, Glicina (Panreac AppliChem, A1067) y SDS).

- Quitamos el peine y cargamos las muestras junto con un marcador de peso molecular a
los pozos del gel.

- Realizamos la electroforesis aplicando un voltaje de 100V durante 10 minutos y luego
subimos a 130 V y lo dejamos constante durante 45 minutos, aproximadamente, hasta

que las proteinas se separen segun su peso.
3° Transferencia a membrana:

- Preparamos el sistema de transferencia electroforética: Para ello, se coloca sobre la
placa negra del soporte una esponja humedecida con el buffer de transferencia, seguido
de un trozo de papel 3MM (Whatman™, 3030-917) también humedecido, después
ponemos el gel, la membrana de polivinilideno (PVDF) (Fisher Scientific, 15259894)
encima del gel e hidratada durante 5-10 segundos en metanol y luego, de nuevo, papel
3MM, otra esponja humedecida y cerramos el soporte.

- Colocamos el soporte en el sistema de transferencia electroforética y afiadimos el buffer

de transferencia (Trizma Base y Glicina). Este proceso genera una gran cantidad de
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calor, por lo que para evitar el sobrecalentamiento la cuba electroforética se encuentra
envuelta con hielo y en su interior, ademas, colocamos un bloque de hielo.

- Iniciamos la electroforesis con un voltaje constante a 90 V durante 90 minutos

- Pasado ese tiempo, se habran transferido las proteinas del gel a una membrana de

nitrocelulosa.
4° Bloqueo e incubacién con anticuerpos primarios:

- Preparamos la solucion de bloqueo. Esta se trata de leche al 5%, que se prepara
disolviendo leche en polvo en Tris buffer salino con Tween-20 (TBS-T), una solucion
tamponada que facilita el lavado de membranas.

- Afadimos la leche al 5% a la membrana y dejamos bloqueando durante 1 hora. La
finalidad es prevenir la unién no especifica de los anticuerpos y reducir el ruido de fondo.

- Transcurrida la hora, quitamos la leche y hacemos 3 lavados de 10 minutos con TBS-T.

- Afadimos el anticuerpo primario de ERB. Este ha sido preparado diluyéndolo a 1:2000
en TBS-T y afiadiendo, ademas BSA al 5% y azida al 0,01%.

- Dejamos incubando la membrana con los anticuerpos primarios especificos para las

proteinas de interés durante la noche a 4°C.
5° Incubacién con anticuerpos secundarios

- Quitamos la solucién con los anticuerpos primarios y realizamos un lavado rapido con
TBS-T seguido de 3 lavados de 10 minutos para eliminar los anticuerpos primarios que
no se han unido.

- ARadimos el anticuerpo secundario, el cual ha sido preparado a una dilucion 1:5000. La
dilucion se hace en leche al 5%.

- Dejamos incubando la membrana con los anticuerpos secundarios durante 1 hora.

- Transcurrida la hora, realizamos un lavado rapido con TBS-T seguido de 3 lavados de
10 minutos para eliminar los anticuerpos secundarios que no se han unido.

- Anadimos TBS

6° Revelamos las membranas

- Obtenemos las imagenes mediante quimioluminiscencia, utilizando como sustrato de la
reaccion el reactivo SuperSignal West Femto (Thermoscientific,46641) y como detector

de la sefial el ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad Laboratories).

3.7 Inmunocitoquimica

La inmunocitoquimica es una técnica a partir de la cual se aprovecha la especificidad de un
anticuerpo para identificar y localizar de manera especifica proteinas en células en cultivo. En
términos generales, se basa en la utilizacién de anticuerpos primarios que han sido disefiados
para reconocer una proteina concreta, seguido de la aplicacion de anticuerpos secundarios

marcados que emiten una sefial visible al interaccionar con el anticuerpo primario. Estos
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marcadores suelen ser fluoréforos o enzimas. En este caso, los anticuerpos secundarios

utilizados estan marcados con un fluoréforo.

Previamente a este experimento, habremos tratado dos pocillos de nuestra placa con
MitoTracker (Invitrogen, M7512), un agente quimico que es oxidado en la mitocondria dando
lugar a un producto que sirve como marcador fluorescente mitocondrial. Este se aplicé sobre las

células en cultivo a 100 nM en medio de transfeccion durante 40 minutos.

En primer lugar, cultivamos 150.000 células (para la expresion basal y la sobreexpresion de ERpB)
y 100.000 células (para la infraexpresion de ERB) de la linea INS-1E por cada pocillo en placas
de cultivo de 24 pocillos, cada uno de los cuales contenia un cubreobjetos redondo estéril
Menzel® en su base, y se incubaron en una atmodsfera de CO2 al 5% a 37 °C. Tras observar una
confluencia adecuada de las células adheridas a lo cubreobjetos o tras haber aplicado los
protocolos de infraexpresion y sobreexpresion de ER, fijamos las células con paraformaldehido
(PFA) al 4% en tampon de fosfatos (PBS) durante 15 minutos a temperatura ambiente.A
continuacion, lavamos repetidas veces las células con PBS y permeablizamos con Triton® X-
100 al 0,2% en PBS durante 15 minutos a temperatura ambiente, para que los anticuerpos
tengan acceso al interior celular y se puedan unir a las proteinas de interés. Posteriormente,
lavamos repetidas veces las células con PBS e incubamos en una camara humeda los
cubreobjetos en solucion de bloqueo BSA al 1% + PBS con Triton X-100 al 0,2% durante 1 hora
a temperatura ambiente, con el fin de evitar la unién inespecifica de anticuerpos a epitopos de
las células. Seguidamente, los cubreobjetos se incubaron en una camara humeda con los
anticuerpos primarios durante 16 horas a 4 °C. Como controles negativos, se incubaron en
paralelo cubreobjetos en solucién de bloqueo omitiéndose los anticuerpos primarios, con el fin
de comprobar que la inmunorreactividad observada era especifica de estos. Los anticuerpos
primarios utilizados han sido el anticuerpo monoclonal de ratén de ERB 14C8 (Invitrogen, MA1-
23217) diluido a 1:200 en BSA, el anticuerpo policlonal de conejo GM130 (Invitrogen, PA5-
85643), marcador del complejo de Golgi, y el anticuerpo policlonal de conejo KDEL (Invitrogen,
PA1-013), marcador del reticulo endoplasmico, ambos diluidos a 1:100 en BSA. Cabe mencionar,
que para marcar las mitocondrias no utilizamos un anticuerpo, sino que usamos MitoTracker
(Invitrogen, M7512).

Transcurridas las 16 horas, lavamos durante 10 minutos 3 veces con PBS, afiadimos los
anticuerpos secundarios e incubamos durante 1 hora a temperatura ambiente y en oscuridad
para evitar la fotodegradacion del marcador fluorescente. Los anticuerpos secundarios utilizados,
diluidos a 1:500 en BSA, han sido: anti-raton Alexa Fluor® 555 (Thermo Fisher Scientific,
A32727); anti-conejo Alexa Fluor™ Plus 488 (Thermo Fisher Scientific, A32731); y anti-ratéon
Alexa Fluor® 647 (Thermo Fisher Scientific, A32728TR). Por ultimo, lavamos durante 10 minutos
3 veces con PBS, anadimos el colorante de DNA llamado Hoechst (10 pg/mL) diluido a 1:1000
en PBS, con la finalidad de tefiir los nucleos celulares, e incubamos durante 10 minutos. Tras
esto, lavamos repetidas veces con PBS, montamos las muestras en los portaobjetos y lo dejamos

secar. Las muestras las visualizamos en el microscopio confocal LSM900 con Airyscan 2.
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3.8 Coeficiente de Manders

El coeficiente de Manders, es un método estadistico que cuantifica la posible colocalizacion entre
dos marcadores fluorescentes en una imagen. Se obtienen dos valores diferentes (Figura 7): My,
definido como la relacién entre la suma de pixeles con sefial del canal rojo que coinciden con
pixeles con sefal del canal verde (o azul para los analisis de colocalizacién con Hoechst) y los
pixeles totales con sefial del canal rojo; y Mz, definido como la relacion entre la suma de pixeles
con sefal del canal verde (o azul para los analisis de colocalizacion con Hoechst) que coinciden

con pixeles con sefial del canal rojo y los pixeles totales con sefial del canal verde (o azul)?.

A Z R, coloc 8 E Gl’, coloc
: Z R; 2 Z G
i i

Figura 7. A) Expresion matematica del coeficiente M1 de colocalizacién de Manders, donde Rjcoloc
representa los pixeles con sefial roja que se colocalizan con pixeles con sefal verde y Ri simboliza los
pixeles totales con sefal roja. B) Expresion matematica del coeficiente M2 de colocalizacion de Manders,
donde Gi,coloc representa los pixeles con sefial verde que se colocalizan con pixeles con sefal roja 'y Gi

simboliza los pixeles totales con sefial verde. Imagen obtenida a partir de Manders et al., 1993 26,

Los valores varian de 0 a 1. De estos, un valor cercano a 1 indica una alta colocalizacion,
mientras que un valor cercano a 0 indica una baja colocalizaciéon. Mas concretamente, el intervalo
que se establecié para determinar mejor la colocalizacién es el siguiente: colocalizaciéon no
detectable (0-0,2), colocalizacion baja (0,2-0,4), colocalizacién media (0,4-0,6), colocalizacion

alta (0,6-0,8) y colocalizacion muy alta (0,8-1)%".

4. Resultados

4.1 Inmunolocalizacion de ER en la linea celular INS-1E

En primer lugar, estudiamos la expresion y localizacion subcelular del receptor ERB en la linea
de células-B pancreaticas INS-1E, realizando una inmunotincion simple con un anticuerpo
especifico contra esta proteina y un marcaje de los nucleos con el colorante fluorescente Hoechst
(Figura 8A-C). La visualizacion utilizando el microscopio confocal reveld la presencia de ER
tanto en el citoplasma como en el nucleo de estas células. Con el fin de cuantificar el porcentaje
de ERPB que se localiza en nucleo calculamos el coeficiente de Manders para la colocalizacion
de ERp y Hoestch. Los valores del coeficiente de Manders fueron M1=0,42 + 0,07 y M2=0,27 +
0,02. El valor M1 indica que aproximadamente el 42% de los pixeles rojos que marcan ER(
coinciden con pixeles azules que sefialan el nucleo celular, indicando que ERP se localiza

parcialmente en el nicleo de estas células. El coeficiente M2 sugiere que el 27% de los pixeles
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azules de los nucleos colocalizan con pixeles rojos de ERp, lo que indica una colocalizacion baja

entre ERB y el Hoechst y la expresion de la mayoria de ER[ fuera del nucleo (Figura 8A-C).

A continuacién, procedimos a estudiar la localizacién subcelular de la sefal de ER[3 detectada
en el citoplasma de estas células. Para ello, realizamos primero un doble inmunomarcaje
utilizando anticuerpos especificos contra ER[ y el marcador del complejo de Golgi GM130, , que
es una proteina estructural de membrana perteneciente al cis-Golgi que permite mantener la
estructura de dicho complejo y facilita la fusion de vesiculas a su membrana, (Figura 8D-F). Como
resultado se obtuvieron unos coeficientes de Manders, M1=0.22 + 0,01 y M2=0.69 * 0,03,
indicando que el 22% de la sefial de ER[ colocalizaba con pixeles verdes que marcan el complejo
de Golgi, mientras que el 69% de la sefial del complejo de Golgi coincidia con los pixeles rojos
de ERB. Esto sugiere una localizacion parcial de ERB en este organulo, ademas de una alta

colocalizacion entre ambas proteinas.

Con el objeto de investigar la presencia de ERp en el reticulo endoplasmico, se realizé una doble
inmunotincion utilizando anticuerpos especificos contra ERB y el marcador de dicho organulo
KDEL, el cual se trata de una secuencia sefial presente en numerosas proteinas localizadas en
el lumen del reticulo endoplasmico que impide que estas sean secretadas al medio extracelular.
Los valores del coeficiente de Manders obtenidos, M1=0,18 + 0,04 y M2=0,09 + 0,03 indican que

ERB no se detecta en el reticulo endoplasmatico (Figura 8G-I).

Por ultimo, estudiamos la presencia de ERB en las mitocondrias, realizando una inmunotincion
simple con un anticuerpo especifico contra ERB y una tincion de las mitocondrias con
MitoTracker. Los valores del coeficiente de Manders obtenidos, M1=0,24 + 0,03 y M2=0,23 £ 0,03
indican una localizacion parcial de ERf en las mitocondrias con una colocalizacién baja (Figura
8J-K).
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Figura 8. Inmunolocalizacién de ER en la linea celular INS-1E. Se muestran células INS-1E en cultivo
inmunomarcadas para la proteina ERB. A) Tincién de los nucleos celulares con Hoechst (azul). B)
Inmunotinciéon para ERB (rojo). C, D, G, J) Inmunomarcaje para ERB y tincion de los nucleos. E)
Inmunotinciéon para el marcador del complejo de Golgi GM130 (verde), y tinciéon de nucleos. F) Doble
inmunomarcaje para ERB y GM130, y tincion de los nucleos. H) Inmunotincién para el marcador del reticulo
endoplasmico KDEL (verde), y tincion de nucleos. 1) Doble inmunomarcaje para ERB y KDEL, y tincion de
los nucleos. K) Tincién de las mitocondrias con MitoTracker (verde), y tincion de nucleos. L) Inmunomarcaje

para ERpB y doble tincién de las mitocondrias y los nucleos. Escala: 10um.
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En resumen, la expresion y localizacion subcelular del receptor ER a nivel basal en las células-
B pancreaticas INS-1E revela que esta proteina se encuentra tanto en el citoplasma como en el
nucleo. La colocalizacion con Hoechst muestra que ER se encuentra parcialmente en el nicleo,
con una colocalizacion baja. Con respecto al complejo de Golgi, existe una colocalizacién alta de
ERB y GM130. Sin embargo, no se observa presencia significativa de ERB en el reticulo
endoplasmico. Finalmente, ERB se localiza parcialmente en las mitocondrias, aunque con una

colocalizacién baja entre ERB y MitoTracker (Figura 9).
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Figura 9. Analisis del coeficiente de colocalizacion de Manders de ERpB basal en el nucleo y en
distintos organulos en la linea celular INS-1E. A) Coeficiente de Manders M1. B) Coeficiente de Manders
Mz.

4.2 Silenciamiento de ERp en la linea celular INS-1E

El objetivo de los siguientes experimentos fue poner a punto el silenciamiento de ER[3 para
realizar posteriormente estudios de perdida de funcién en la fisiologia de la célula- (INS-1E).
Para ello seguimos el protocolo que se ha descrito en la Seccion de Materiales y Métodos. Para
visualizar la cantidad de ERB expresada en condiciones control y después del tratamiento con
siRNA se realiz6 un Western Blot (Figura 10A). Para obtener este Western Blot, se realizé un

doble silenciamiento de ER en las INS-1E, y tras 72 h después del segundo silenciamiento se
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realizé una extraccion de proteinas totales. Los resultados de la cuantificacion de la sefial de
ERp obtenida en el Western Blot mostraron una reduccion en los niveles de expresién de ER[
en las células transfectadas con siRNAs especificos de ER de rata en comparacién con las
células control transfectadas con siRNAs aleatorios (siRNA Q). Este analisis confirmd la eficacia
del silenciamiento, ya que los niveles de ER[ se redujeron aproximadamente a la mitad en las

células silenciadas (Figura 10B).
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Figura 10. Silenciamiento de ERB en la linea celular INS-1E. A) Analisis mediante Western Blot del
silenciamiento de ERJ, utilizando anticuerpos contra ER y lamina B1 (proteina nuclear endégena control).
B) Gréfica de la expresion relativa de ER frente a la lamina B1.



4.3. Inmunolocalizacién de ERp silenciado en la linea
celular INS-1E

También estudiamos la expresion y localizacion subcelular del receptor ERB en la linea INS-1E
de células-B pancreaticas tras el silenciamiento de ERB mediante siRNA. Realizamos una
inmunotincion simple con un anticuerpo especifico contra esta proteina y una tinciéon de los

nucleos con Hoechst (Figuras 11, 12, 13). Los valores del coeficiente de Manders fueron:

Células control Células silenciadas
M.=0,44 = 0,05 M;=0,20 + 0,07
M>=0,26 + 0,03 M>=0,11 £ 0,04

A continuacion, estudiamos la localizacién subcelular de ERf en el citoplasma de estas células.
Para ello, realizamos primero un doble inmunomarcaje utilizando anticuerpos especificos contra
ERB y el marcador del complejo de Golgi GM130 (Figura 11). Estos fueros los valores del

coeficiente:

Coeficiente de Manders (ERB y GM130)

Células control Células silenciadas
M;=0.24 + 0,02 M;=0,09 0,02
M.=0.67 * 0,04 M.=0,14 0,02

10pm
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Figura 11. Inmunolocalizaciéon de ERB y el complejo de Golgi en la linea celular INS-1E con ER
silenciado. Se muestran células INS-1E control (A-C) y silenciadas (D-F) en cultivo inmunomarcadas para
la proteina ERB. A, C) Inmunomarcaje para ER( (rojo) y tincion de los nucleos con Hoechst (azul). B, D)
Inmunotincion para el marcador del complejo de Golgi GM130 (verde), y tincién de nucleos. C, F) Doble

inmunomarcaje para ERB y GM130, y tincion de los nucleos. Escala: 10um.

Después estudiamos la presencia de ER en el reticulo endoplasmico. Para ello, se realizé una
doble inmunotincién utilizando anticuerpos especificos contra ERB y el marcador de dicho

organulo, KDEL (Figura 12). Los valores del coeficiente de Manders obtenidos fueron:

Coeficiente de Manders (ERB y KDEL)

Células control Células silenciadas
M.=0,17 £ 0,03 M.=0,19 £ 0,02
M>=0,08 % 0,01 M2>=0,06 % 0,01

Figura 12. Inmunolocalizacion de ER y el reticulo endoplasmatico en la linea celular INS-1E con
ERB silenciado. Se muestran células INS-1E control (A-C) y silenciadas (D-F) en cultivo inmunomarcadas
para la proteina ERB. A, C) Inmunomarcaje para ERp (rojo) y tincion de los nucleos con Hoechst (azul). B,
D) Inmunotincién para el marcador del reticulo endoplasmatico KDEL (verde), y tincion de nucleos. C, F)

Doble inmunomarcaje para ER y KDEL, y tincién de los nucleos. Escala: 10um.
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Por ultimo, estudiamos la presencia de ER[3 en las mitocondrias, realizando una inmunotincion
simple con un anticuerpo especifico contra ER y una tincion de las mitocondrias con MitoTracker

(Figura 13). Los valores del coeficiente de Manders obtenidos fueron:

Coeficiente de Manders (ERB y MitoTracker)

Células control Células silenciadas
M=0,22 £ 0,03 M+=0,26 + 0,04
M>=0,21 0,01 M>=0,06 % 0,02

Figura 13. Inmunolocalizacién de ERB y las mitocondrias en la linea celular INS-1E con ERB
silenciado. Se muestran células INS-1E control (A-C) y silenciadas (D-F) en cultivo inmunomarcadas para
la proteina ERB. A, C) Inmunomarcaje para ERf (rojo) y tincién de los nucleos con Hoechst (azul). B, D)
Inmunotinciéon para el marcador mitocondrial MitoTracker (verde), y tincién de nucleos. C, F) Doble
inmunomarcaje para ERB y Mitotracker, y tincion de los nucleos. Escala: 10um.

En resumen, el silenciamiento de ERp resulté en una disminucion significativa de la localizacion
del receptor en todos los organulos estudiados. En particular, la colocalizacion con GM130,
inicialmente alta en las células control, se redujo drasticamente a niveles practicamente nulos.
En el nucleo celular y las mitocondrias, la colocalizaciéon de ER[3 con el Hoechst y de ERf con el
MitoTracker, respectivamente, pasé de baja a inexistente, mientras que en el reticulo

endoplasmico apenas se observaron diferencias con respecto al control (Figura 14).
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Figura 14. Analisis del coeficiente de colocalizacion de Manders de ERf silenciado en el nucleo y
en distintos organulos en la linea celular INS-1E. A) Coeficiente de Manders M. B) Coeficiente de
Manders Mz. El color azul hace referencia al nucleo, el verde al complejo de Golgi, el rojo al reticulo
endoplasmatico y el amarillo a las mitocondrias.

4.4 Sobreexpresion de ERP en la linea celular INS-1E

Con el fin de analizar posteriormente el efecto de la ganancia de funcion de ERf en la fisiologia
de las células INS-1E, se analizé mediante Western Blot la sobreexpresion de ER[ en la linea
celular INS-1E de células beta de rata (Figura 15A). Para ello, se llevé a cabo una transfeccion
con un plasmido de sobreexpresion con la secuencia codificante de ERB en esta linea celular.
Tras 72h de la transfeccion, realizamos una extraccion de proteinas totales. Los resultados de la
cuantificacion de la sefial de ER[ obtenida en el Western Blot mostraron un aumento significativo
en los niveles de expresiéon de ERPB en las células transfectadas con dicho plasmido en
comparacion con las células control (a las que uUnicamente se les afiadié la lipofectamina
necesaria para la transfeccion) y las células transfectadas con un plasmido de sobreexpresion
de GFP (que muestra que la sobreexpresion individual de esta proteina no afecta la expresion
basal de ERp). Este analisis confirmé la eficacia de la sobreexpresion, ya que los niveles de ERf3
aumentaron una media de 37 veces (Figura 15B).
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Figura 15. Sobreexpresion de ERB en la linea celular INS-1E. A) Analisis mediante Western Blot de la
sobreexpresion de ERp, utilizando anticuerpos contra ER( y lamina B1 (proteina nuclear endégena control).

B) Grafica de la expresion relativa de ERP frente a la lamina B1.

4.5 Inmunolocalizacion de ER[3 sobreexpresado en la linea
celular INS-1E

Con el fin de evaluar la expresién y localizacién subcelular del receptor ERB en la linea INS-1E
de células-B pancreaticas que sobreexpresan ERP, realizamos una inmunotinciéon con un
anticuerpo especifico contra ERP y tefiimos los nucleos con Hoechst (Figuras 16, 17, 18). Se

obtuvieron los siguientes valores del coeficiente de Manders:
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Células control Células control GFP Células sobreexpresadas
M=0,41 * 0,05 M1=0.44 % 0,02 M4=0,72 £ 0,13
M>=0,29 * 0,03 M>=0.31 * 0,03 M>=0,94 * 0,07

Luego, estudiamos la localizaciéon subcelular de ERP en el citoplasma. Para ello, realizamos un
doble inmunomarcaje utilizando anticuerpos especificos contra ERB y el marcador del complejo

de Golgi GM130 (Figura 16). Los resultados fueron:

Coeficiente de Manders (ERB y GM130)

Células control Células control GFP Células sobreexpresadas
M.=0.22 * 0,02 M.=0.25 * 0,01 M,=0,05 *+ 0,01
M>=0.64 * 0,04 M>=0.67 * 0,03 M>=0,62 * 0,09
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Figura 16. Inmunolocalizacién de ERB y el complejo de Golgi en la linea celular INS-1E con ER
sobreexpresado. Se muestran células INS-1E control (A-C), sobreexpresadas con GFP (D-F), y
sobreexpresadas con ERf (G-I) en cultivo inmunomarcadas para la proteina ERB. A) Inmunomarcaje para
ERB (rojo) y tincién de los nucleos con Hoechst (azul). B) Inmunotincién para el marcador del complejo de
Golgi GM130 (verde). C) Doble inmunomarcaje para ERB y GM130, y tincion de los nucleos. D, G)
Inmunomarcaje para ERB, tincion de los nucleos y fluorescencia de la proteina GFP (blanco). E, H)
Inmunotincion para el marcador del complejo de Golgi GM130 y fluorescencia de la proteina GFP. F, I) Doble
inmunomarcaje para ERB y GM130, tinciéon de los nucleos y fluorescencia de la proteina GFP. Escala:
10um.

Para investigar la presencia de ERP en el reticulo endoplasmico, realizamos una doble
inmunotincion utilizando anticuerpos especificos contra ERB y el marcador KDEL (Figura 17).

Los valores del coeficiente obtenidos fueron:

Coeficiente de Manders (ERB y KDEL)

Células control Células control GFP Células sobreexpresadas
M.=0,20 * 0,02 M,=0,19 * 0,04 M,=0,13 + 0,03
M>=0,09 * 0,03 M>=0,08 * 0,02 M>=0,36 * 0,04
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Figura 17. Inmunolocalizacion de ER y el reticulo endoplasmatico en la linea celular INS-1E con
ERB sobreexpresado. Se muestran células INS-1E control (A-C), sobreexpresadas con GFP (D-F), y
sobreexpresadas con ER (G-I) en cultivo inmunomarcadas para la proteina ERB. A) Inmunomarcaje para
ERB (rojo) y tincion de los nucleos con Hoechst (azul). B) Inmunotincion para el marcador del reticulo
endoplasmatico KDEL (verde). C) Doble inmunomarcaje para ERB y KDEL, y tincién de los nucleos. D, G)
Inmunomarcaje para ERp, tincion de los nucleos y fluorescencia de la proteina GFP (blanco). E, H)
Inmunotincién para el marcador del reticulo endoplasmatico KDEL y fluorescencia de la proteina GFP. F, 1)
Doble inmunomarcaje para ERB y KDEL, tincién de los nucleos y fluorescencia de la proteina GFP. Escala:

10um.

Finalmente, evaluamos la presencia de ERB en las mitocondrias, realizando una inmunotincién
con un anticuerpo especifico contra ERB y una tinciéon de las mitocondrias con MitoTracker

(Figura 18). Los valores obtenidos fueron:
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Coeficiente de Manders (ERB y MitoTracker) ‘

Células control Células control GFP Células sobreexpresadas
M4=0,22 * 0,03 M.=0,25 * 0,04 M.=0,14 * 0,01
M>=0,24 * 0,04 M2=0,29 * 0,02 M>=0,36 * 0,01

10 pm

10pum

Figura 18. Inmunolocalizacion de ERB y las mitocondrias en la linea celular INS-1E con ERB
sobreexpresado. Se muestran células INS-1E control (A-C), sobreexpresadas con GFP (D-F), y
sobreexpresadas con ERB (G-I) en cultivo inmunomarcadas para la proteina ERB. A) Inmunomarcaje para
ERB (rojo) y tincidon de los nucleos con Hoechst (azul). B) Inmunotinciéon para el marcador mitocondrial
MitoTracker (verde). C) Doble inmunomarcaje para ERB y MitoTracker, y tincion de los nucleos. D, G)
Inmunomarcaje para ERp, tincion de los nucleos y fluorescencia de la proteina GFP (blanco). E, H)
Inmunotinciéon para el marcador mitocondrial MitoTracker y fluorescencia de la proteina GFP. F, I) Doble
inmunomarcaje para ERB y MitoTracker, tincién de los nucleos y fluorescencia de la proteina GFP. Escala:
10um.
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En resumen, la sobreexpresion de ERP resulté en un aumento de la localizacién del receptor en
todos los organulos estudiados. Destac6 un aumento significativo de la expresion de ERf en el
nucleo celular, donde la colocalizacion entre el receptor y el Hoechst pasé de ser baja en
condiciones basales a muy alta. En el reticulo endoplasmico, la colocalizacién entre ERB vy el
marcador de dicho organulo KDEL aumentd de nula a baja. También se observd un ligero
incremento de la expresion de ERB en las mitocondrias, mientras que en el complejo de Golgi la

colocalizacién entre el receptor estudiado y el marcador GM130 no mostré grandes variaciones
(Figura 19).
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Figura 19. Anadlisis del coeficiente de colocalizacion de Manders de ERf3 sobreexpresado en el
nucleo y en distintos organulos en la linea celular INS-1E. A) Coeficiente de Manders M+. B) Coeficiente
de Manders M. El color azul hace referencia al nucleo, el verde al complejo de Golgi, el rojo al reticulo
endoplasmatico y el amarillo a las mitocondrias.
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5. Discusion

Los receptores de estrogenos ERa y ERf, son esenciales en la regulacion de funciones celulares
clave como la proliferacion, diferenciacion y apoptosis?!. Estos receptores actian por medio de
un mecanismo gendémico también conocido como via clasica, en la cual estos receptores
dimerizados y heterodimerizados interactian en el nucleo directamente con el DNA o
indirectamente a través de factores de transcripcion; o bien, por un mecanismo no genémico o

via no clasica, mediada por ER extranucleares que estan anclados a la membrana plasmatica’®.

En las células-B pancreaticas, estos receptores juegan un papel crucial en la regulacién de la
secrecion de insulina y en la respuesta a sefiales hormonales y metabdlicas. Estudios previos
han demostrado que el E2, al unirse a estos receptores, desencadena un incremento de la
secrecion de insulina en respuesta a glucosa en los islotes pancreaticos de Langerhans23. Este
efecto no se ve afectado por inhibidores de la sintesis de proteinas y RNA, lo que sugiere que se
trata de una senal rapida mediada por los receptores de estrégenos ubicados en la membrana
plasmatica desencadenando el mecanismo no gendémico?3. En concreto, la localizacion de ERa
en la membrana plasmatica se debe a la palmitoilacion que sufre en el complejo de Golgi
(explicado en el apartado 1.6)%°. No obstante, sobre este proceso en ERp se ha estudiado poco

y no se conoce con exactitud si sigue el mismo proceso que ERa.

La glucosa estimula la secrecién de insulina por parte de la célula-B, pero también estimula la
sintesis de insulina para reponer los granulos en los que esta se almacena. El efecto de la
glucosa en la traduccion de proteinas aumenta la carga de plegamiento de proteinas en el
reticulo endoplasmico de la célula, lo que puede inducir, transitoriamente, estrés en dicho
organulo, una condicién en la que la capacidad de plegamiento de proteinas de este organulo es
insuficiente con respecto al nivel de proteinas que se van sintetizando, lo que ocasiona una
acumulacion de proteinas mal plegadas. Esto provoca una reduccion en la eficiencia de la
traduccién para disminuir la carga de proteinas secretoras, y se induce la actividad de las
chaperonas. El estrés en el reticulo endoplasmatico es, probablemente, una situacion fisiolégica

que la célula B experimenta de manera transitoria después de la alimentacion?8.

Por otra parte, en células tumorales se ha demostrado que ERPB también se localiza en las
mitocondrias afectando a la sefalizacion antiapoptética y estimulando el mecanismo mitocondrial
para satisfacer las altas demandas de energia que presentan los procesos de proliferacion,

supervivencia y transformacion celular?.

Con todo esto y debido al menor conocimiento que se tiene de ER[ con respecto a ERa, en el
presente trabajo nos hemos centrado, en primer lugar, en determinar la expresion y localizaciéon
de ERp en el nucleo, complejo de Golgi, reticulo endoplasmatico y mitocondrias en la linea celular

INS-1E, procedente de un insulinoma.

Para analizar la colocalizacion de ERB con el nucleo y los organulos antes mencionados,

llevamos a cabo inmunotinciones con anticuerpos especificos contra ERB, GM130 (marcador de
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Golgi) y KDEL (marcador de reticulo endoplasmatico). Las mitocondrias las marcamos con

MitoTracker y los nucleos celulares con el colorante de DNA llamado Hoechst.

Los resultados obtenidos mostraron que una proporcién notable de la sefial de ERB se
encontraba en el nacleo (Figura 9A), aunque la colocalizacion de este receptor con el Hoechst
resultd ser baja (Figura 9B). Acerca del complejo de Golgi, se vio que parte de la sefial de ER[3
se encontraba en este organulo y la colocalizacién de este receptor con GM130 fue alta (Figura
9B). Este hallazgo indica una alta presencia de ER[ en el complejo de Golgi, lo que sugiere que
ERB podria seguir el mismo proceso, o similar, de palmitoilacion que ERa20. Con respecto al
reticulo endoplasmatico, vimos que existe sefial de ER en él (Figura 9A), pero la colocalizacién
de ERB con el marcador KDEL resulté ser nula (Figura 9B), por lo que no se determino presencia
de ERB en dicho organulo. Ademas, en nuestros resultados, pudimos observar que parte de la
sefal de ERP se localiza en las mitocondrias (Figura 9A), siendo la colocalizacién de ER con el
marcador de las mitocondrias baja (Figura 9B). Dado que las células INS-1E, utilizadas para
estos experimentos, proceden de un insulinoma de rata, la localizacion de ERB en las
mitocondrias podria estar ejerciendo un papel sobre la sefalizacion antiapoptética y estimulando
el mecanismo mitocondrial necesario para llevar a cabo los procesos de proliferacion,
supervivencia y transformacién celular, tal y como ya se ha descrito previamente en células

tumorales?®,

Por otro lado, para poder estudiar en un futuro el papel de ERB en la célula-B pancreatica y el
efecto de la pérdida y ganancia de funcién de dicho receptor, en este trabajo hemos puesto a
punto el silenciamiento y la sobreexpresién de ER[ en INS-1E. Ademas, hemos determinado el
efecto de estas técnicas sobre la expresion y localizacion de ERB en el nucleo, complejo de

Golgi, reticulo endoplasmico y mitocondrias en dicha linea celular.

En primer lugar, tras el silenciamiento de ER(3 pudimos observar en las mismas condiciones del
cultivo celular que la confluencia de las células bajaba con respecto al cultivo de las células
control, lo que sugiere que la expresion de ER[B en INS-1E es importante para la supervivencia

y proliferacion de estas células. Esto corrobora los resultados de otros estudios ya realizados®.

Respecto a la expresion de ERB obtuvimos una reduccion de aproximadamente el 50% (Figura
10) que se reflejaba en una reduccidon global de la expresién de ERB en el nucleo y en los
organulos en la linea celular INS-1E (Figura 14A). Esta reduccién de su expresion afectd
significativamente a la localizacion de ER[3 en el complejo de Golgi, ya que la colocalizacion entre
este receptor y GM130 pas6 de ser alta, en la expresion de las células control, a ser nula (Figura
14B). Con respecto a la localizacién de ERf en el nucleo celular y en las mitocondrias, pudimos
observar como el silenciamiento del receptor también afecta ya que la colocalizacion de ER con
el marcador nuclear y el mitocondrial pasé de ser baja, en los controles, a ser nula (Figura 14B).
Finalmente, acerca de la localizacion de ERPB en el reticulo endoplasmatico no observamos
diferencias ya que la colocalizacion entre ERB y KDEL es nula tanto a nivel basal como tras el

silenciamiento (Figura 14B).
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En el caso de la sobreexpresion, obtuvimos un aumento de la expresion de ER[ de unas 37
veces (Figura 15), que se reflejaba en un aumento de este receptor en la célula, afectando sobre
todo a su localizacion en el nacleo (Figura 19A), donde la colocalizacidon pasa de ser baja, en los
controles, a ser, practicamente, total entre ER[3 y Hoechst (Figura 19B). Acerca de los organulos
estudiados, hemos observado un aumento de este receptor en el reticulo endoplasmatico ya que
la colocalizacion entre ERB y KDEL pas6 de ser nula, en los controles, a ser baja (Figura 19B).
En las mitocondrias también observamos un ligero aumento de ER, pero en el complejo de
Golgi el coeficiente de Manders apenas variaba entre la expresion de ERP en las células control

y en las células sobreexpresadas (Figura 19B).

En definitiva, las técnicas de silenciamiento y sobreexpresion desarrolladas abren nuevas
oportunidades para estudiar la pérdida y ganancia de funcién de ER[. Es probable que, en los
experimentos de pérdida de funcion, la reduccion de ER[ en el complejo de Golgi sea la principal
responsable de las diferencias observadas respecto a los controles. Por otro lado, en los
experimentos de ganancia de funcion, el aumento de ERf en el nucleo sera el factor dominante
que explique las variaciones encontradas. Ademas, es importante que ese tipo de experimentos
no se haga solo en este tipo de linea celular, puesto que procede de un insulinoma y es posible

que no esté reproduciendo fielmente las condiciones normales de las células-§ pancreaticas.

6. Conclusiones y proyecciones futuras

1. En la linea celular INS-1E, el receptor de estrogenos ERfB se localiza en el nucleo.
Adicionalmente, ERP se localiza en los siguientes organulos: en el complejo de Golgi y
en las mitocondrias.

2. Elsilenciamiento de ERB, mediante la utilizacion de siRNAs, promueve la muerte celular
en células INS-1E en cultivo, lo que sugiere una gran importancia de ERB en la
supervivencia de estas células tumorigénicas.

3. El silenciamiento de ERB disminuye significativamente la localizacion de este receptor
en el nucleo, complejo de Golgi y mitocondrias en INS-1E.

4. La sobreexpresion de ERB, mediante la utilizacion de un plasmido de sobreexpresion,
incrementa significativamente la localizacion de este receptor en el ncleo, reticulo

endoplasmico y mitocondrias en células INS-1E

Proyecciones Futuras

Para profundizar en los mecanismos mediante los cuales ERB regula la funcién celular, seria
conveniente llevar a cabo estudios funcionales adicionales de este receptor. Estos podrian incluir
analisis detallados de la expresion génica y de las vias de sefalizacion especificas mediante

experimentos de pérdida y ganancia de funcion de ER, llevados a cabo a través de técnicas de
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silenciamiento y sobreexpresion de dicho receptor como los que se han desarrollado en este
trabajo, en varios modelos de célula- pancreatica. Esto proporcionaria una vision mas completa
sobre la funciéon de ERP y su relevancia en diversos contextos fisiolégicos, sentando las bases
para futuras investigaciones que podrian contribuir al desarrollo de nuevas estrategias

terapéuticas y una mejor comprension de la biologia de las células-B pancreaticas.
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