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Resumen

La diabetes mellitus se caracteriza por la pérdida progresiva de la masa y funcionalidad de las
células-pB pancreaticas. Entre los factores implicados en su mantenimiento destaca el receptor
de estrogenos B (ERB), aunque su papel especifico en la identidad celular y en la respuesta a la
glucotoxicidad aun no se conoce completamente. El objetivo de este trabajo fue establecer un
protocolo eficaz de silenciamiento de Esr2, gen que codifica la proteina del receptor de
estrégenos ERB , mediante siRNA en células INS-1E y analizar las consecuencias de la ausencia
de ERP sobre marcadores de identidad de la célula-B y de estrés de reticulo endoplasmico. Los
resultados mostraron que el protocolo de doble transfeccidon redujo la expresiéon de Esr2
aproximadamente un 50 %. La pérdida de ERPB indujo un aumento en la expresidn de los genes
Mafa y Pdx1, mientras que Nkx6.1 no mostré cambios significativos. Por el contrario, la
expresion de Ins1 disminuyd tras el silenciamiento del receptor. Respecto al estrés de reticulo
endopldsmico, no se observaron cambios en la expresion de los marcadores Hspa5 (BiP) y Ddit3
(CHOP) tras la exposicién a 25 mM de glucosa durante 6 horas.

En conjunto, estos resultados sugieren que ERP podria participar en el mantenimiento de la
identidad de la célula B pancredtica.

Palabras clave: Célula-B pancredtica, INS-1E, Receptor de estréogenos beta (ERB), Esr2,
Silenciamiento génico, siRNA, Glucotoxicidad.

Abstract: Diabetes mellitus is characterized by the progressive loss of pancreatic B-cell mass and
function. Among the factors involved in their maintenance, the estrogen receptor 8 (ERB) stands
out, although its specific role in cell identity and the response to glucotoxicity is not yet fully
understood. The aim of this study was to establish an effective siRNA silencing protocol for Esr2
in INS-1E cells and to analyze the consequences of ERPB absence on B-cell identity markers and
endoplasmic reticulum stress. The results showed that the double transfection protocol reduced
Esr2 expression by approximately 50%. ERB loss induced an increase in the expression of the
Mafa and Pdx1 genes, while Nkx6.1 showed no significant changes. Conversely, Ins1 expression
decreased after receptor silencing. Regarding endoplasmic reticulum stress, no changes were
observed in the expression of the Hspa5 (BiP) and Ddit3 (CHOP) markers after exposure to 25
mM glucose for 6 hours. Taken together, these results suggest that ERP is involved in
maintaining pancreatic B-cell identity and highlight the complexity of the mechanisms that
regulate gene expression in these cells.

Keywords: Pancreatic B cell, INS-1E, Estrogen receptor beta (ERB) Esr2, Gene silencing, siRNA,

Glucotoxicity.



Abreviatura

ADNc: ADN complementario

AF-1: Activation Function-1 (Funcion de
activacion 1)

AF-2: Activation Function-2 (Funcién de
activacion 2) ARNm: Acido ribonucleico
mensajero

Akt: Protein Kinase B (PKB) (Proteina
guinasa B)

AMPK: AMP-Activated Protein Kinase
(Proteina quinasa activada por AMP)
AP-1: Activator Protein 1 (Proteina
activadora 1)

ARNm: ARN mensajero

AS160: Akt Substrate of 160 kDa (Sustrato
de Akt de 160 kDa; también denominada
TBC1D4)

CpG: Cytosine-phosphate-Guanine
(Dinucleétido citosina-fosfato-guanina)
E2: 17B-estradiol

ER: receptores de estrégenos

ERE: elementos de respuesta a estrogenos
ERa: receptor de estrégenos alpha

ERB: receptor de estrégenos beta

G: glucosa

GCK: glucoquinasa

GLUT: Glucose Transporter Type 4
(Transportador de glucosa tipo 4)
GPER/GPR30: receptor de estrégeno
acoplado a proteina G

IRS: Insulin Receptor Substrate (Sustrato
del receptor de insulina)

KATP: canales de K* dependientes de ATP
LBD: ligand biding domains (dominio de
unioén al ligando)

LDH: lactato deshidrogenasa

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase
(Proteina quinasa activada por mitégenos)

MCT1: transportador de monocarboxilatos
NH>: Grupo amino terminal o extremo
amino de la proteina (N-terminus amino
group)

NR: receptores nucleares

PDK-1: 3-Phosphoinositide-Dependent
Protein Kinase 1 (Proteina quinasa
dependiente de fosfoinositidos 1)

PI3K: Phosphoinositide 3-Kinase
(Fosfatidilinositol 3-quinasa)

PIP3: Phosphatidylinositol (3,4,5)-
trisphosphate (Fosfatidilinositol-3,4,5-
trifosfato)

PKC: Protein Kinase C (Proteina quinasa C)
Rab: Ras-related proteins in brain (Familia
de proteinas Rab implicadas en el trafico
vesicular)

Ras: Rat Sarcoma (familia de pequefias
proteinas GTPasas Ras)

RISC: RNA-induced silencing complex
(complejo de silenciamiento mediante
ARN)

Shc: Src Homology 2 Domain Containing
Transforming Protein (Proteina
transformadora que contiene un dominio
SH2)

siCtrl: siRNA control

siERB: siRNA especifico frente a Esr2
siRNA: ARN de interferencia

SNARE: Soluble N-ethylmaleimide-sensitive
factor Attachment Protein Receptor
(Receptor de proteinas de unién al factor
sensible a N-etilmaleimida soluble)

Sp1: Specificity Protein 1 (Proteina de
especificidad 1)

UPR: Unfolded Protein Response
(Respuesta a proteinas mal plegadas)



1. Introduccidn

Diabetes: definicion y epidemiologia

La diabetes es una enfermedad crénica que engloba un conjunto de trastornos metabdlicos
caracterizados por la presencia de hiperglucemia crdnica, es decir, una elevacién sostenida de
glucosa en sangre. Esta alteracion de la homeostasis de la glucosa puede producirse como
consecuencia de defectos en la secrecion de insulina, resistencia periférica a su accién o ambos
procesos simultaneamente [1].

La insulina es una hormona producida y secretada por las células-beta del pancreas y constituye
la Unica hormona con efecto hipoglucemiantes directo en el organismo [2]. Su funcidn principal
es promover la captacién y utilizacidn de la glucosa por los tejidos periféricos, contribuyendo al
mantenimiento de la homeostasis energética [2].

La diabetes mellitus se clasifica principalmente en diabetes tipo 1 (DM1) y diabetes tipo 2 (DM2).
La DM1 es considerada una enfermedad autoinmune caracterizada por una destruccién de las
células-beta pancreaticas por parte del sistema inmunitario causando una produccién deficiente
de insulina [1,2]. Por otro lado, la DM2, es la forma mas frecuente de la enfermedad que
constituye entre 90-95% de los casos de diabetes y se caracteriza por la resistencia a la insulina
en los tejidos periféricos y una incapacidad progresiva de las células-beta para compensar dicha
resistencia [3]. Se han asociado factores de riesgo para el desarrollo de la DM2 como son los
factores genéticos y ambientales, donde destacan la obesidad y el sedentarismo [2].

El dafio glucotdxico prolongado compromete la viabilidad y capacidad secretora de la célula-
beta pancredtica. A nivel sistémico, esta disfuncién metabdlica crénica desencadena
complicaciones micro y macrovasculares que afectan de manera selectiva a los sistemas
cardiovascular, nervioso, renal y visual [3].

La diabetes mellitus constituye uno de los principales problemas de salud publica a nivel
mundial. Segun instituciones como la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Federacion
Internacional de Diabetes (FID), se confirma que su prevalencia ha aumentado de forma
considerable en los ultimos afos, y actualmente provoca mas de 3.4 millones de fallecimientos
anuales a nivel mundial [4]. Ademads, se estima que para 2050 la enfermedad alcance una
prevalencia global del 13% en adultos (20-79 afos), lo que equivaldra a unos 853 millones de
personas afectadas [4]. Este incremento se ha asociado al envejecimiento poblacional y al
aumento de factores de riesgo metabdlicos como la obesidad y el sedentarismo [4].

Por lo tanto, dadas las cifras comentadas, el interés cientifico por comprender al maximo la

fisiopatologia de la enfermedad cobra mucha importancia, asi como la prevencién, el



diagnostico precoz y el desarrollo de estrategias terapéuticas eficaces para reducir su impacto

sanitario.

Caracteristicas de la célula-beta pancreatica

Las células-f son células endocrinas especializadas en la secrecion de insulina que se encuentran
en los islotes de Langerhans localizados en el pdncreas. Los islotes de Langerhans estan
formados por cinco tipos celulares, las células-a (productoras de glucagodn), las células-6
(productoras de somatostatina), células-y o PP (productoras de polipéptidos pancreaticos), las
células-g (productoras de ghrelina) y, finalmente, las células-B, objeto de nuestro trabajo [5].
Estas Ultimas, representan alrededor del 60% de la masa de los islotes de Langerhans en
humanos (entre el 70% y el 80% en ratdn), por lo que es el tipo celular mas abundante y, en
consecuencia, el mas estudiado [5]. Estas células tienen un citoplasma rico en granulos de
secrecién densos, un nucleo redondeado y numerosas mitocondrias que soportan su
metabolismo interno. Estdn rodeadas por capilares fenestrados que permiten el rapido
intercambio de moléculas con la sangre, y establecen conexiones paracrinas con células a, 6 y
PP de los islotes. Su organizacidn y polaridad celular facilitan la comunicacidn con el entorno
vascular y con otras células del islote, lo que es fundamental para mantener la homeostasis del
tejido pancreatico [5, 6].

El metabolismo de la glucosa en las células-f pancredticas presenta caracteristicas particulares
en comparacién con otros tipos celulares. Estas células expresan transportadores de glucosa con
baja afinidad, pero alta capacidad de transporte, principalmente GLUT1 y GLUT2 en humanos y
GLUT2 en ratdn. Estos transportadores son independientes de insulina, a diferencia de otros
transportadores de glucosa como GLUT4 presente en tejido adiposo y musculo esquelético, lo
que permite que la entrada de glucosa dependa directamente de su concentracion en el medio.
Ademas, la presencia de la enzima glucoquinasa (GCK), una hexoquinasa de baja afinidad, hace
gue la tasa de metabolismo de la glucosa esté fundamentalmente determinada por la
disponibilidad del propio sustrato, puesto que, a diferencia de las hexoquinasas en otros tejidos,

la glucoquinasa pancreatica no es inhibida por la acumulacidn del producto de la reaccién [7].

Fisiologia de la célula-beta pancreatica

El proceso de sintesis de insulina se inicia en los ribosomas del reticulo endoplasmico (RE) con
la traduccién de la preproinsulina, la cual contiene un péptido sefial N-terminal que dirige su
translocacion hacia el lumen del RE a través de factores como SEC62. Tras la eliminacion de este
péptido senal por peptidasas, la molécula resultante, la proinsulina, experimenta un

plegamiento tridimensional critico estabilizado por la formacién de tres puentes disulfuro



esenciales. Después, la proinsulina correctamente plegada se transporta al aparato de Golgi y
se empaqueta en granulos de secrecién; en el interior de estas vesiculas, la progresiva
acidificacion del medio activa a las endopeptidasas PC1/3 y PC2, junto con la carboxipeptidasa
E, las cuales escinden covalentemente el péptido C, generando finalmente la molécula de

insulina madura y funcional lista para su posterior exocitosis.

La secrecidn de insulina comienza cuando la glucosa entra rapidamente en la célula a través de
los transportadores GLUT2. Una vez en el citosol, la glucosa es fosforilada por la glucoquinasa.
La glucosa-6-fosfato resultante entra en la glucdlisis, generando piruvato que se oxida en la
mitocondria mediante el ciclo de Krebs. La transferencia de electrones en la cadena respiratoria
genera un aumento drastico de la relacién ATP/ADP (Figura 1). Este incremento de energia
provoca el cierre de los canales de K* dependientes de ATP (Karp), formados por las subunidades
Kir6.2 y SUR1. Al detenerse la salida de potasio, la membrana se despolariza, alcanzando un
umbral que dispara la apertura de los canales de calcio dependientes de voltaje (tipo L). El flujo
masivo de Ca?* hace que este ion se una de forma especifica a la proteina sinaptotagmina,
presenta en la membran externa de las vesiculas que contiene insulina, induciendo un cambio
conformacional en las mismas que les permite unir a la sintaxina, proteina presente en la

membrana plasmatica interna permitiendo la fusion de las membranas, exocitosis y secrecion

de la insulina (Figura 1) [7,8, 9].

Insulina O
Glucosa o (%) o (%)
©oo0 o O
Canal de Canal de calcio o O
potasio dependiente de O
it voltaje
i RN 8% LYY
SIUZ g SRR L o
h gy
d v\\\‘.\?-‘\\{\\ 2 777
“‘\*RV*\QE:?\““\‘“\ o /] f;j", ';',? "'/ ki
R Y
[\ OSO (+) ~ O "y
Glucosa (#] [s)
%0 °0¢ ©O
OCau o O
)
(+)
o©

t ATP/ADP \/

Metabolismo

Célula beta pancreatica

Figura 1. Mecanismo molecular de la Secrecion de Insulina Estimulada por Glucosa (GSIS). Adaptacién
de Hepley et al. (2024), A Receptor Story: Insulin Resistance Pathophysiology and Physiologic Insulin
Resensitization’s Role as a Treatment Modality, International Journal of Molecular Sciences. K*: ion
potasio; Ca®*: ion calcio; GLUT2: transportador de glucosa tipo 2; ATP: adenosin trifosfato; ADP: adenosin
difosfato.



La insulina liberada se unird posteriormente a sus receptores especificos en las células de los
tejidos sensibles a la misma.

Identidad y mantenimiento de la célula-B

El mantenimiento de la identidad de la célula-beta depende de una regulacion coordinada de
multiples factores de transcripcion y genes especificos que mantienen su diferenciacién vy
capacidad secretora [8]. Entre los principales genes implicados en la identidad y funcionalidad
de la célula-B pancreatica destacan: Homeobox pancreatico y duodenal 1 (Pdx1), Factor de
transcripcion MAF de cremallera de leucinas A (Mafa), caja homeética NK6.1 (Nkx6.1) e Insulina
1 (Ins1).

Pdx1 es un factor de transcripcion que activa de forma directa el gen de la insulina (/ns1),
responsable de la sintesis de insulina. De esta forma, Pdx1 regula la respuesta a la glucosa por
parte de la célula-B pancreatica. Ademas, también estd implicado en la organogénesis
pancredtica durante la embriogénesis y regula la expresidon otras hormonas en el pancreas,
como la somatostatina, la glucoquinasa, el transportador de glucosa tipo 1/3 (Glutl/3) y el
polipéptido amiloide de los islotes [10, 11]. Mafa, actia como un factor de transcripcidon
implicado en potenciar la sintesis de insulina. Se expresa principalmente, en las células-
pancredaticas maduras, representando el marcador que mejor indica que la célula es madura y
funcional. Ambos, Pdx1 y Mafa actuan de forma coordinada para unirse directamente al
promotor del gen de la insulina, asociandose Mafa fisicamente a Pdx1. Estas proteinas forman
complejos transcripcionales con otras proteinas accesorias en las regiones reguladoras del ADN.
Si uno de ellos falla o sufre alteraciones en su regulacidn, la transcripcion del gen de la insulina
se ve severamente comprometida, ya que son indispensables para activar la maquinaria de
transcripcién [11]. A diferencia de los factores transcripcionales descritos anteriormente, Nkx6. 1
no regula de forma directa el gen de la insulina, sino que ejerce un control indirecto sobre su
produccion. Este homodominio es indispensable para el desarrollo embrionario del epitelio
pancredtico y la especificacién hacia el linaje de las células-B. Asimismo, participa en la
homeostasis celular mediante la regulacién directa de la expresidn de transportadores de
glucosa como GLUT?2, la piruvato carboxilasa (Pcx) y genes para el procesamiento de la insulina

[11,12].

Glucotoxicidad y estrés celular en la célula-

La glucotoxicidad hace referencia a las elevaciones de glucosa sostenida en el tiempo. Estas
condiciones favorecen la alteracién de la expresion de genes clave de identidad y la activacién
de respuestas de estrés celular, especialmente estrés de reticulo endoplasmatico. Esto provoca

gue factores como Pdx1, Mafa y Nkx6.1 disminuyan de forma progresiva, lo que altera la



produccion de insulina y hace que las células pierdan su funcionalidad. Al final, este declive es
un factor clave en el deterioro constante de la masa y la funcién de las células-B pancredticas
gue vemos en la diabetes tipo 2 [13].

El exceso de glucosa aumenta la carga del reticulo endoplasmatico puesto que induce una
sintesis excesiva de insulina y otras proteinas implicadas en su secrecién. Esto desemboca en la
formacion de proteinas mal plegadas activando una respuesta adaptativa cuyo objetivo inicial
es restaurar la homeostasis celular [14]. Entre los principales marcadores moleculares de estrés
de reticulo destacan la Proteina de Unién a Inmunoglobulinas (BiP) y la Proteina Homéloga a
C/EBP (CHOP). BiP es una chaperona molecular localizada en el reticulo endoplasmatico. Su
funcién principal consiste en facilitar el correcto plegamiento de proteinas y evitar la
acumulacién de proteinas mal conformadas teniendo un efecto protector [15]. Por ello, el
aumento de expresion del miembro 5 de la Familia A de Proteinas de Choque Térmico (Hspa5),
gen responsable de la sintesis de BiP, se considera uno de los primeros indicadores de activacién
del estrés de reticulo endoplasmatico [15]. Por el contrario, CHOP se asocia principalmente con
respuestas proapoptdticas [15]. Esta proteina estd codificada por el “Transcrito 3 Inducible por
Dafio” al ADN (Ddit3) y el aumento de su expresion favorece mecanismos de muerte celular
desembocando en la pérdida de funcionalidad y disminucién de la masa de células-B que

conducen a la diabetes tipo 2 [15, 16].

Estrégenos y sus receptores

Los estrégenos son un grupo de hormonas esteroideas responsables del desarrollo y
mantenimiento de los caracteres sexuales secundarios femeninos y de la regulacién del ciclo
reproductivo. Ademas, participan en la modulacion de diversos procesos fisioldgicos, incluyendo
el metabolismo 6seo, cardiovascular vy energético [17]. Derivan del
ciclopentanoperhidrofenantreno y son moléculas liposolubles capaces de atravesar la
membrana celular. Los estrégenos se forman a partir de precursores androgénicos y se
sintetizan principalmente en los ovarios, y en menor medida en las glandulas suprarrenales, el
tejido adiposo, el cerebro y los testiculos [18, 19]. El 17B-estradiol es el principal estrégeno
circulante en mujeres premenopausicas [20].

Los receptores de estrogenos (ER) pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares (NR), la
cual se divide en seis subfamilias. Dentro de la subfamilia 3, se encuentran ademas de los
receptores de estrogenos (ERa, ERB), también los receptores de andrégenos, progesterona,
mineralocorticoides y estrogenos acoplados a membrana [21]. Con respecto a la diabetes, la
proteccion frente a esta enfermedad que se observa en las mujeres sugirié un posible efecto

mediado por estrégenos, puesto que son las principales hormonas femeninas. Esta hipdtesis se

9



reforzé con la observacién de la pérdida de dicha proteccion en mujeres postmenopdusicas,
momento donde los niveles de estas hormonas caen drasticamente [22, 23]. Estudios
posteriores demostraron que la menor incidencia de la diabetes en poblaciéon femenina puede
atribuirse en parte a la accion del 17B-estradiol (E2) a través de su unidn a tres receptores de
estrégeno: los receptores de estrogeno a (ERa) y B (ERB) [6, 21] y el receptor de estréogeno
acoplado a proteina G (GPER/GPR30) [24]. Los receptores de estrégenos presentan una amplia
distribucidon tisular y se han identificado en numerosos organos, incluyendo tejidos
reproductivos, cerebro, sistema cardiovascular, higado, musculo esquelético, tejido adiposo y
pancreas, donde participan en la regulacion de multiples procesos fisiologicos y metabdlicos [25,
26, 27, 28, 29].

Los receptores de estrégenos ERa y ERPB desempefian funciones diferenciadas en la regulacion
de la actividad de las células-B pancreaticas mediada por E2 [21]. Mientras que ERa esta
implicado directamente en la regulacidon de la sintesis de insulina, ERB contribuye a potenciar la
liberacién de insulina estimulada por glucosa en presencia de E2 [30]. Ambos receptores ejercen
estos efectos dentro de los niveles fisioldgicos de estradiol. Ademas, GPER1/GPR30 también
parece intervenir en la regulacion del acoplamiento estimulo-secrecion mediado por E2 en los
distintos tipos celulares presentes en los islotes pancredticos [30].

El mecanismo clasico o gendmico de accidén de ER se desarrolla generalmente a lo largo de varias
horas y culmina con la activacion o represién de genes especificos. En esta via, tras la unién del
ligando, el receptor se libera de las proteinas chaperonas de choque térmico con las que se
encuentra asociado en estado inactivo. Una vez activado, el ER forma dimeros que pueden
unirse directamente a los elementos de respuesta a estrogenos (ERE) presentes en las regiones
promotoras de los genes diana [19, 20]. Alternativamente, el receptor también puede modular
la transcripcién de forma indirecta mediante la interaccién con otros factores de transcripcion,
como AP-1 o0 Sp1, que ya estan asociados al ADN [21]. Tras esta unidn, los dimeros de ER reclutan
diferentes correguladores, ya sean coactivadores o correpresores, que modulan finalmente el
nivel de expresion génica. Aunque muchas de las funciones reproductivas de los estrégenos
dependen del receptor de estrégenos nuclear clasico, que actia como un factor de transcripcion
activado por ligando, numerosas acciones relacionadas con el metabolismo energético implican
también la participacion de receptores localizados fuera del ndcleo [21]. Estos receptores
extranucleares pueden influir en la expresion génica de manera indirecta o incluso
desencadenar respuestas celulares independientes de los mecanismos nucleares tradicionales.
En este contexto, el E2 es capaz de iniciar sefiales rapidas, que se producen en escalas de tiempo
de segundos a minutos, a través de formas de ER asociadas a la membrana celular o localizadas

en compartimentos extranucleares [20].
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Cuando la demanda de produccidon de insulina se mantiene elevada durante periodos
prolongados como consecuencia, por ejemplo, de una resistencia a dicha insulina, las células-f
pueden experimentar estrés celular que conduce a apoptosis. En este contexto, ERa, ERB vy
GPER1/GPR30 contribuyen a proteger a estas células frente a la muerte celular, ayudando a
preservar la masa funcional de células-p [21,24]. En conjunto, estos receptores de estréogenos
podrian desempefiar un papel clave en los mecanismos adaptativos del pancreas durante

situaciones de resistencia a la insulina [30].

ERB: regulacion de la expresion génica y estructura proteica

Hasta 1995 se creyd que solo existia un receptor de estrogenos mediador de todos los efectos
de estrégenos y antiestrégenos. Sin embargo, ese mismo afio se cloné un segundo receptor a
partir de ADNc de prdstata de rata, al que se le llamo ERB, pasando el receptor previamente
descrito a denominarse ERa. A partir de ese afio, se han descrito varias variantes de ayuste de
ERPB gue se han podido relacionar con las 5 isoformas clonadas de ERB: ERB1 hasta Erf5.

El gen que codifica para la proteina ERB humana se llamé Esr2 y la proteina esta compuestos por
tres dominios funcionales independientes pero interactivos: el dominio N2-terminal o A/B, el
dominio C o de union al ADN, y el dominio D/E/F o de unidén al ligando (Figura 2). El dominio A/B
en el extremo NH2 contiene el sitio AF-1, donde interactian otros factores de transcripcion
(Figura 2). El dominio C/D contiene la estructura de dos dedos de zinc que se une al ADN, y el
dominio C/F contiene el bolsillo de unién al ligando, asi como el dominio AF-2, que contacta
directamente con los péptidos coactivadores (Figura 2) [31].

La falta de especificidad en los anticuerpos comerciales para ERB es uno de los mayores desafios
metodoldgicos al usar Western blot, inmunohistoquimica o inmunofluorescencia. Esta
limitacién pone en entredicho parte de la literatura cientifica actual, donde es muy factible que
se hayan interpretado bandas inespecificas como si fueran el propio receptor [32]. La presencia
de diversas isoformas y de proteinas con pesos moleculares parecidos complica aun mas las
técnicas inmunoldégicas. El resultado es una enorme variabilidad en los patrones de deteccién y
el riesgo constante de que distintos anticuerpos reconozcan proteinas no relacionadas. Diversos
estudios han comprobado que varios de los anticuerpos mas utilizados fallaban en especificidad
e incluso detectaban proteinas inespecificas. La confusidn y las contradicciones que inundan la
literatura sobre la expresién y funcién de ERP nacen del uso generalizado de reactivos mal
validados [32].

La regulacién de la expresidn génica del receptor de estréogenos beta es un proceso complejo
coordinado a nivel transcripcional, epigenético y postranscripcional. La transcripcidon de Esr2

esta dirigida por el uso de promotores alternativos (principalmente OK, ON y 1B), los cuales
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muestran una fuerte especificidad tisular y responden a estimulos hormonales y metabdlicos
[33]. Mecanismos epigenéticos, tales como la hipermetilacién de las islas CpGs en dichos
promotores y la desacetilacidn de histonas, actian como potentes represores de su expresion,
un fendmeno ampliamente descrito en contextos de resistencia hormonal y progresion tumoral
[34]. Asimismo, la estabilidad del ARNm de Esr2 se encuentra bajo un estricto control
postranscripcional mediado por microARNs especificos (como miR-17). En entornos
metabdlicamente estresantes, como la glucotoxicidad, alteraciones en estas redes epigenéticas
y de microARNs pueden inducir la pérdida o desregulacién de ERB, comprometiendo la

homeostasis y supervivencia celular [35].

1 ~180 ~250 530/549
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|
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En el extremo NH, contiene Corians hieitructurn Contiene el bolsillo de unién
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Figura 2. Estructura modular y dominios funcionales del Receptor de Estrogenos B (ERB) humano.
Esquema representativo de la organizacién lineal de los aminoacidos y la conformacién tridimensional de
los dominios del receptor ERB. Se detallan el Dominio A/B (N-terminal) con la funcidn de activacién
transactivadora independiente de ligando (AF-1); el Dominio C (DBD), encargado de la unién especifica al
ADN mediante estructuras de "dedos de zinc"; y el Dominio D/E/F (C-terminal), que alberga el bolsillo de
unién al ligando (LBD) y la region AF-2 de interaccion con coactivadores transcripcionales. Figura generada
mediante asistencia de Inteligencia Artificial (ChatGPT, OpenAl).

ERB: funciones y mecanismos de seiializacion

ERP actua principalmente como un factor de transcripcion dependiente de ligando. Tras la unidn
del estréogeno al dominio de unidn al ligando (LBD), el receptor experimenta cambios
conformacionales que favorecen su dimerizacién y posterior unién a secuencias especificas del
ADN denominadas elementos de respuesta a estrégenos (EREs). Esta interaccion permite regular
la transcripcion de genes implicados en proliferacidn, diferenciacién, metabolismo vy

supervivencia celular.
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Ademas de su accion gendmica clasica, ERB también puede activar vias de sefializacién no
gendmicas mediante interacciones rapidas con proteinas citoplasmaticas y quinasas
intracelulares. Entre las principales rutas moduladas por ERB destacan MAPK/ERK, PI3K/Akt y
AMPK, las cuales participan en procesos relacionados con supervivencia celular, metabolismo
energético y respuesta al estrés oxidativo [36, 37].

En las células-B pancredticas, ERB se ha relacionado con mecanismos de proteccién celular y
regulacién de la secrecion de insulina. Diversos estudios sugieren que la activacién de este
receptor contribuye al mantenimiento de la funcionalidad de la célula-B y a la adaptacion frente

a condiciones de estrés metabdlico [38].

2. Antecedentes y objetivos

Diversos estudios han mostrado que el 17B-estradiol puede potenciar la secrecion de insulina
inducida por glucosa en los islotes pancreaticos de Langerhans, efecto que se produce mediante
la activacion de receptores de estréogenos: ERa y ERB [22]. Aunque diversos estudios han
descrito efectos protectores de ERP frente al estrés metabdlico, estrés oxidativo y disfuncién
secretora, el papel especifico de ERB en el mantenimiento de la identidad y funcionalidad de la
célula-B pancreatica todavia no se conoce completamente.
Con tal de esclarecer la funcion de ERP en la célula-beta pancredtica el objetivo del presente
trabajo final de grado es evaluar el impacto del silenciamiento génico de ERP sobre el perfil de
expresion de los genes marcadores de identidad en un modelo celular de célula-B pancreatica,
tanto en condiciones basales como bajo un estimulo de estrés glucotéxico.
Con este fin, se plantearon los siguientes objetivos especificos:
e Validar la eficiencia y la ventana temporal de funcionalidad del silenciamiento de ERf
mediante la técnica de Western Blot en células INS-1E.
e Analizar, mediante RT-gPCR, la expresion de los genes clave de identidad celular (Pdx1,
Mafa, Nkx6.1 e Ins1) en condiciones de glucosa basal tras el silenciamiento de ERP.
e Evaluar el impacto de la exposicidon a un ambiente hiperglucémico (25 mM de glucosa
durante 6 horas) sobre la induccion de glucotoxicidad en el modelo celular.
e Determinar si la ausencia de ERB modifica la respuesta de estrés del reticulo

endopldsmico analizando la expresion de los marcadores moleculares Hspa5 y Ddit3.
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3. Materiales y métodos

Cultivo celular de la linea INS-1E

Para estudiar las funciones y mecanismos de accion de ERP en la fisiologia de la célula-B
pancredtica es frecuento el uso de la linea celular INS-1E, una linea inmortalizada de células-
pancreaticas de rata. Esta linea celular constituye un clon derivado de la linea original INS-1,
obtenida a partir de un insulinoma de rata inducido mediante irradiacién con rayos X. Las células
INS-1E conservan caracteristicas funcionales propias de las células- pancreaticas, incluyendo la
capacidad de sintetizar y secretar insulina en respuesta a cambios en la concentracién de
glucosa. Presentan un crecimiento lento, con un tiempo de duplicacion de unas 100 horas
aproximadamente, y retienen caracteristicas morfoldgicas tipicas de las células-B nativas. La
mayoria se tifie positivamente para la insulina y no reacciona ante otras hormonas de los islotes
pancreaticos [39, 40].

Las células se cultivaron en medio completo Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI-1640,
Ref.), cuya concentracién de glucosa es de 11 mM, suplementado con GlutaMAX™ (Gibco,
61870-010), suero fetal bovino (FBS) inactivado al 5% (CYTIVA, SV30160.03), HEPES 1 M (Gibco,
15630-056), piruvato sédico 100 mM (Gibco, 11360-039), B-mercaptoetanol (B-ME) 50 mM
(Gibco, 31350-010) y penicilina-estreptomicina (10000 U/mL; Gibco, 15140-122). El cultivo
celular se mantuvo a 37 °C en una atmdsfera con un 5% de CO, y condiciones controladas de
humedad.

El mantenimiento celular se realizd en frascos de cultivo de 25 cm? hasta alcanzar una
confluencia aproximada del 70—-80%, momento en el cual se efectud el pase celular. Para ello,
las células se lavaron con 5 ml de PBS estéril sin calcio ni magnesio (Corning, 21-040-CV) y
posteriormente se disgregaron mediante incubacion con tripsina-EDTA al 0,05% (Gibco, 25300-
054) durante 5 minutos a 37 °C en una atmésfera con un 5% de CO; y condiciones controladas
de humedad. La accién de la tripsina se neutralizé anadiendo 4’5 ml de medio completo y la
suspension celular se transfiriéd entonces a tubos Falcon de 15 mL. Las células se centrifugaron a
1000 rpms, a 20 °C y durante 7 minutos. Se descarté el sobrenadante y el pellet celular se
resuspendid en 1 mL de medio de cultivo completo. A esta suspensién se le afadié
posteriormente otros 5 ml de medio de cultivo completo, obteniendo un volumen final de 6 ml
de suspensién celular en el tubo falcon.

La concentracién celular se determind mediante recuento en cdmara de Neubauer utilizando un
microscopio 6ptico (Nikon, ECLIPSE TS100) Para ello, se hizo una dilucién 1:3 de la suspensién
de células obtenidas tras la centrifugacion. A continuacion, se tomaron 10 pL de suspension

celular diluida, que se introdujeron en la cdmara y se contabilizaron las células presentes en los
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cuatro cuadrantes principales de la cdmara. El nimero de células por mililitro se calculd

mediante la siguiente férmula:

] A numero de células contadas en los 4 cuadrantes . ..
Nimero de células fmL = . x 10000 x 3 (factor de dilucién)

Finalmente, las células se sembraron a una densidad de 1,5 x 10° células/mL en frascos de 25
cm? para el mantenimiento rutinario del cultivo de células y a una densidad de 100.000 células
por pocillo en placas de 24 pocillos para la realizacion de los experimentos. El pase de células y
la siembra se realizé una vez a la semana (viernes) mientras que los cambios de medio necesarios

para el mantenimiento celular se realizaron pasados 4 dias desde el pase (martes).
Protocolo de silenciamiento de ERf

El estudio de la funcién y relevancia en la célula-beta pancredtica del receptor ERB se realizo
mediante el bloqueo postranscripcional del gen Esr2.

Para establecer el protocolo de silenciamiento génico mediante siRNA nos guiamos de las
indicaciones descritas previamente para la transfeccion y silenciamiento de Esr2 mediante siRNA
en células INS-1E [41] con ligeras modificaciones adaptadas a las condiciones experimentales
del presente estudio, como fue la determinacién del tiempo post-transfeccién necesario para
optimizar el silenciamiento génico o la decision de emplear un doble silenciamiento para
asegurar la eficacia del proceso.

Se procedio a la transfeccion utilizando siRNA especifico frente a Esr2 comercial (ESR2_RAT -
Qiagen GeneGlobe - SICO058646; Lot:678762741) y un siRNA control no dirigido (Qiagen
GeneGlobe - FlexiTube siRNA AllStars SI03650318; Lot:628554517) a modo de control negativo
qgue resulta fundamental para confirmar que cualquier cambio fenotipico detectado es
consecuencia directa del silenciamiento de Esr2 y no de una respuesta inespecifica de la célula
a la transfeccién. Para facilitar la entrada de los siRNA en las células, se utilizé el reactivo
Lipofectamine RNAIMAX (INVITROGEN 13778075; Lot: 3036124), el cual actia mediante la
formacion de complejos lipidicos que facilitan la endocitosis del siRNA. La preparacién de estos
complejos se realizd en medio Opti-MEM sin suero (GIBCO Ref 319855-047; Lot: 2731525),
aprovechando su formulaciéon optimizada con nutrientes y factores de crecimiento para
maximizar la viabilidad celular y la eficiencia del proceso. Asimismo, el procedimiento de
transfeccion se llevd a cabo utilizando un medio especifico de transfeccidn (preparado dias antes
y mantenido a 4 °C), basado en la composicidon habitual del medio completo de las INS-1E
descrito previamente, pero prescindiendo de los antibidticos, con el fin de evitar interferencias
y optimizar la captacion de los siRNA.

Las células INS-1E se sembraron en placas de 24 pocillos a una densidad de 100.000 células por

pocillo. Para la preparacién de los complejos de transfeccion, se diluyé 1 uL de Lipofectamine™
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RNAIMAX en 50 uL de medio Opti-MEM™ vy, por separado, 0,75 uL de siRNA procedente de una
solucién stock de 20 uM en 50 pL de Opti-MEM™, por pocillo. Ambas soluciones se incubaron
durante 5 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se mezclaron, obteniéndose un
volumen total de 100 pL. La mezcla resultante se incubd durante 20 minutos adicionales para
favorecer la formacion de los complejos lipidicos-siRNA.

Tras este periodo de incubacidn, se afiadié el volumen correspondiente de medio de cultivo sin
antibidticos y con bajo contenido en suero hasta alcanzar un volumen final de 500 pL por pocillo.
En estas condiciones, la concentracién final de siRNA por pocillo fue de 30 nM. Finalmente, los
500 uL de la mezcla de transfeccién se afadieron a cada pocillo para llevar a cabo el
silenciamiento génico (Figura 3).

Antes de la transfeccidn, el medio de cultivo completo en el que se encontraban las células fue
retirado y las células se lavaron una vez con 300 pL de PBS. Posteriormente, se afiadié 500 pL de
mezcla de transfeccién por pocillo.

Las células se incubaron durante 8 horas a 37 °C y 5% CO, con condiciones controladas de
humedad. Tras este periodo, el medio de transfeccidon fue sustituido por medio de cultivo
completo y las células se mantuvieron en incubacion hasta el dia siguiente para permitir la
expresion del silenciamiento génico.

En nuestro caso, realizamos un doble silenciamiento para optimizar el rendimiento del proceso
de tal forma que el mismo protocolo fue repetido al dia siguiente en las mismas condiciones y
el mismo horario.

Puesto que las moléculas de siRNA tienen asociado a un fluoréforo en su extremo 5’ (Alexa Fluor
488), antes de la lisis celular se realizé una observacidon mediante microscopia de fluorescencia
con el fin de verificar la presencia y distribucién de la sefial fluorescente asociada al siRNA en los
cultivos celulares. Esto permitié comprobar la correcta exposicidn de las células al complejo de
transfeccion. No obstante, la deteccién de fluorescencia no constituye una evidencia directa de

la internalizacidn funcional del siRNA ni de la eficacia del silenciamiento génico.
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PREPARACION DE LA MEZCLA DE TRANSFECCION

(por pocillo)
LIPOFECTAMINE™ RNAIMAX Afiadir medio de
transfeccién (sin antibiéticos,
Mezlarsrbias F‘ovmac’id‘n 3 . bajo contenido en suero)
Diluir en Wb soluciones complejos lipidicos-siRNA
5 min - (lipoplejos) 4
50 L T* ambiente ? 4
Tut Opti-MEM™
Lipofectamine™ (sin suero) N
RNAIMAX ]
Incubar |
—_— e
SiRNA (ESR2 o control) 2 Ajustar volumen
T* ambiente final a 500 pL
Diluir en Incubar Volumen total
S 5 min 100 pL
50 L T* ambiente L
|
075 uL Opti-MEM™ f

SIRNA stock (sin suero) v
(20 um) Concentracion final
de siRNA: 30 nM

+ Todos los pasos se realizan a temperatura ambiente.

+ Lamezcla final (500 ) se afiade a las células para la transfeccion.
+ Este procedimiento se repite al dia siguiente para realizar el doble silenciamiento.

Figura 3. Esquema del protocolo de preparacion de la mezcla de transfeccion de siRNA.
Representacion del procedimiento seguido para la formacién de complejos lipidicos siRNA-
Lipofectamine™ RNAIMAX en medio Opti-MEM™ sin suero. Se muestran los pasos de dilucion
independiente de Lipofectamine™ RNAIMAX y del siRNA (ESR2 o control), su incubacion a temperatura
ambiente y la posterior mezcla para permitir la formacién de lipocomplejos. Finalmente, la solucidon se
completa con medio de transfeccién hasta un volumen final de 500 pL por pocillo, alcanzando una
concentracidn final de siRNA de 30 nM.

Disefio experimental

Experimento 1: establecimiento de condiciones dptimas para el silenciamiento de Esr2

Las células se sembraron los viernes a una densidad de 100.000 células por pocillo en placas de
24 pocillos (Figura 4). Se incubaron durante 3 dias a 37 °C en una atmdsfera con un 5% de CO, y
condiciones controladas de humedad hasta alcanzar una confluencia adecuada. El lunes a las
09:00 (dia 1) se procedié a realizar la primera transfeccion con ARN interferente segun el
protocolo de silenciamiento detallado en el apartado “Protocolo de silenciamiento de ERB”. En
los tres primeros pocillos las células se transfectaron con siRNA especifico para el gen Esr2 y en
los tres ultimos pocillos las células se transfectaron con un siRNA control a modo de control
negativo. A continuacion, las células se incubaron durante 8 horas a 37 °C en una atmésfera con
un 5% de CO, y condiciones controladas de humedad. Pasado el tiempo de incubacién (18:00),
se les retird el medio de transfeccion y se afiadieron 500 uL de medio completo. Las células se
incubaron hasta la mafiana siguiente a 37 °C en una atmosfera con un 5% de CO, y condiciones
controladas de humedad. El martes a las 09:00 (dia 2) se procedié a realizar la segunda
transfeccion con ARN interferente de manera idéntica al procedimiento llevado a cabo durante
la primera transfeccion. El miércoles a las 09:00 (dia 3) y tras 24 horas de la segunda transfeccién
se realizo el lisado celular de las células de una de las placas. El jueves a las 09:00 (dia 4) y tras
48 horas de la segunda transfeccién, se realizé el lisado celular de las células de otra de las
placas. El viernes a las 09:00 (dia 5) y tras 72 horas de la segunda transfeccidn, se realizé el lisado

celular de la dltima de las placas. Los lisados celulares fueron conservados a -80°C hasta el
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momento del procesamiento del experimento. Se sembraron 3 placas independientes, una por
cada condicion experimental, abarcando 6 pocillos por placa, 3 réplicas técnicas por grupo
(Figura 5A). El procedimiento experimental completo se realizd en tres semanas independientes,

constituyendo un total de 3 réplicas bioldgicas (n=3).

Pre-activo Transfeccion #1 (Trans_lfecc,iérg ot , Puntos de tiempo y andlsis post-transfeccin #2
post-silenciamien oz .
(Viernes - Lunes) (Lunes) (Martes) (Miércoles - Viernes)
I 1 1 1 1 l 1 s
Preparacién de complejos epetir el mismo protocolo Observacién por microscopia de fluorescencia (10X44;
OQ@.O o (§M+Up°!r$Mim) o:etras;:caéﬂqueellu\es pmvnnﬁ:rh i :! i d.(hwl.ﬁaomﬂw)
O@OOO SRNA . POTPOCEE . (nuevo complejo siRNA +
662): RNAIMAX: nueva RNAIMAX). | of EIsiRNA esti marcado en su
extremo 5' con Alexa Fluor 488.
| La deteccién de fluorescencia permite
Siembra de células (5L pM; 250 nM (5 uL en 500 uL. o Transfeccién | verificar la exposicién de las células
(70%~80% de confluencia) .'soo"Ld'"'f’n WL ocbioamni . B commpiiyo & -
en placa de 24 pocillos. sin \ ;n D - o 5004 do PEL. PSS S0 W -
bacis ‘m"““'TA Aadir 500 L. de mezcla de mahhy-ﬂm
Mezclar bien y afiadir a 470 plL (1 mL total de medio en el pocillo).

b d de medio completo por pocillo (1 mL). ‘ ST
ooooo | ﬂ Incubar 6 h a 37 °C, 5% CO,. amahw' génica
0D00g © Transfeccion ik o e ‘
oooofg \U Retirar 500 L de medio de cada = “‘d“dd"',""“‘ “,""'. :

pocillo y afadir la mezcla de transfeccion ‘U Cambiar a medio avanzado completo.

Cultivo: medio Advance —— (Mantener 1 mL a 37 °C, 5% CO,).

| Incubar 6 h a 37 °C, 5% CO,. - i N ks Se evalia en diferentes tiempos post-transfeccion #2:
completo, medio avanzado & i ﬁ Incubar siguientes. p ) :
2 dias a 37 °C, 5% CO,. s Incubar16—18‘heﬂAdvm 24h 48h 72h
- . z - = (post én#2)  (post ion #2)  (post ion #2)
siRNA final = 50 nM por pocillo siRNA final = 70 nM por pocillo (Mié ) (Joeves) (Viernes)

Figura 4. Cronograma experimental del protocolo de doble silenciamiento génico de Esr2 en células INS-
1E. El esquema ilustra las fases del procedimiento: pre-cultivo celular inicial (viernes a lunes), preparacion
de los complejos de transfeccion empleando Lipofectamine RNAIMAX en medio Opti-MEM, y la ejecucidn
de la primera y segunda transfecciéon (lunes y martes, respectivamente) con siRNA especifico (siERB) o
siRNA control (siCtrl). Se detallan los tres puntos de parada y lisis celular programados a las 24, 48 y 72
horas post-transfeccidon (miércoles, jueves y viernes), precedidos por la confirmacion visual de la presencia
del siRNA mediante microscopia de fluorescencia convencional gracias al fluoréforo Alexa Fluor 488
acoplado en el extremo 5'. #1: primera transfeccion; #2: segunda transfeccion. llustracion esquemdtica
generada mediante inteligencia artificial generativa (Gemini Image Generation, 2026).

Experimento 2: tratamiento a diferentes concentraciones de glucosa en células transfectadas

con un ARN interferente para Esr2 y un ARN interferente control

Las células se sembraron en viernes a una densidad de 100.000 células por pocillo en placas de
24 pocillos un total de 16 pocillos por placa: 8 pocillos por replica biolégica (procedentes de
diferentes pases celulares) de los cuales 4 pocillos fueron destinados al tratamiento con
concentraciones de glucosa de 11 mM (concentraciones basales) y otros 4 pocillos fueron
destinados al tratamiento con concentraciones de glucosa 25 mM (alta concentracion). Cada
grupo (11 mM glucosa y 25 mM glucosa) incluye 2 réplicas técnicas por grupo de transfeccidon
(transfeccion con ARN interferentes especifico para Esr2 y transfeccion con ARN interferente
control) (Figura 5B). Se incubaron durante 3 dias a 37 °C en una atmésfera con un 5% de CO, y
condiciones controladas de humedad hasta alcanzar una confluencia adecuada. El lunes a las
09:00 (dia 1) se procedidé a realizar la primera transfecciéon con ARN interferente segin el
protocolo de silenciamiento detallado en el apartado “Protocolo de silenciamiento de ERB”. A
continuacién, al igual que en el experimento 1 donde se determinaron las condiciones

apropiadas para el silenciamiento, se procedié a realizar el segundo silenciamiento. El miércoles
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a las 09:00 (dia 3) y tras 24 horas de la segunda transfeccion se realizaron los tratamientos a
diferentes concentraciones glucosa. Se retiro el medio de cultivo completo, se hizo un lavado
con 300 pL de PBS y se afiadieron 500 uL de medio completo a la mitad de los pocillos, medio
gue contenia 11 mM de glucosa, mientras que a la otra mitad de los pocillos se afiadieron 500
pL de medio completo suplementado hasta alcanzar 25 mM de glucosa. Las células se incubaron
durante 6 horas. Este tiempo de exposiciéon se selecciond con el fin de evaluar respuestas
celulares tempranas inducidas por la hiperglucemia, minimizando la pérdida del silenciamiento
génico de Esr2. El procedimiento experimental completo se realizd en tres semanas
independientes, constituyendo un total de 3 réplicas biolégicas (n=3) con dos réplicas técnicas
por réplica bioldgica.

Tiempo post-transfeccion 24 horas Tiempo post-transfeccion 48 horas Tiempo post-transfeccion 72 horas

A SiERB siCtrl siERB siCtrl SiERB siCtrl

O0Q| ROOOOOO
QOQ| FOOOOOO
OO0
OO0

000000
| LOOOOOO

B SiERB siCtrl SiER siCtrl

11 mM Glucosa 25 mM Glucosa

Figura 5. Disefio experimental y distribucion de las placas de cultivo para los ensayos. A. Esquema de la
distribucion de pocillos en placas de 24 pocillos utilizada para evaluar el tiempo éptimo de silenciamiento
del receptor ERB a las 24, 48 y 72 horas post-transfeccidn. En cada punto temporal, las réplicas bioldgicas
(n = 3) se dispusieron de forma adyacente en la fila A: los pocillos 1, 2 y 3 (color azul) corresponden a las
células transfectadas con el ARN de interferencia especifico frente a Esr2 (siERB), mientras que los pocillos
4,5y 6 (color amarillo) contienen las células transfectadas con el ARN control no silenciante (siCtrl). B. El
esquema de la combinacién de las réplicas bioldgicas (nx, ny; filas A-B y C-D respectivamente) sometidas
a una doble transfeccion con siRNA especifico frente a Esr2 (siERB, columnas 1y 3) o siRNA control (siCtrl,
columnas 2 y 4). Tras 24 h de la segunda transfeccion, los cultivos se expusieron a condiciones basales de
glucosa (11 mM, columnas 1-2) o a alta concentracién de glucosa (25 mM, columnas 3-4) durante un
periodo de incubacion metabdlica previo a los analisis de expresion.

Extraccidn proteica, cuantificacion y Western Blot

Las células se lisaron empleando un tampdn de lisis optimizado con detergentes e inhibidores

de proteasas y fosfatasas. La base consistié en Lysis Buffer 10X (CST 9803s) y SDS al 10%
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(Panreac; Stock: A2572.1000), ajustados a concentraciones finales de 1X y 0.1%
respectivamente, junto con un 0.5% de desoxicolato (Sigma, Ref: D6750). Con el fin de preservar
la integridad de las proteinas y su estado de fosforilacion, se incorporaron inhibidores de
proteasas y fosfatasas: Complete Tablets (1X, Roche, Ref: 11873580001 ), fluoruro de
fenilmetilsulfonilo, abreviado como PMSF (1 mM, CALBIOCHEM,Ref: 52332) y fluoruro de sodio,
abreviado como NaF (25 mM, SIGMA ALDRICH, Ref: S-7920). El volumen total se completé con
agua de grado biologia molecular, asegurando un entorno estable. Finalizado el tiempo post-
transfeccion, las células fueron lavadas con PBS, lisadas y almacenadas a —-80 °C hasta su
posterior procesamiento para los andlisis de expresién proteica. La concentracion total de
proteinas de los lisados celulares se determind mediante un ensayo basado en acido
bicinconinico (BCA). El ensayo BCA es un método colorimétrico para la cuantificacidon de
proteinas basado en la reduccién de Cu?* a Cu* por enlaces peptidicos en medio alcalino y la
formacion de un complejo coloreado con acido bicinconinico, cuya absorbancia es proporcional
a la concentracion proteica. La reaccion se llevd a cabo empleando el kit Pierce™ BCA Protein
Assay Kit (Thermo Scientific, 23225), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Para este
ensayo empleamos albumina de suero bovino (proporcionado en el propio kit) como estandar
para la elaboracién de una curva de calibracién. Tanto las muestras como los estandares se
analizaron por duplicado en placas de 96 pocillos. Tras la incubacién, la absorbancia se midi6 en
un lector de microplacas (Bio-Rad, iMark™ Microplate Reader), y la concentracion proteica de
cada muestra se calculé mediante interpolacion a partir de la curva estandar de BSA, se calculd
la concentracion de proteinas de cada lisado celular, expresandose en pg/pL.

Una vez determinada la concentracion proteica, las muestras se ajustaron a 1 ug/plL con agua
destilada y tampdn de carga Laemmli 4X (Tris-HCI 250 mM pH 6,8, SDS al 8%, glicerol al 16%,
azul de bromofenol al 0,4% y B-mercaptoetanol al 10% como agente reductor), para normalizar
la cantidad de proteina por muestra, y se almacenaron a -80 °C hasta su analisis por
electroforesis. Las mezclas se incubaron a 95°C durante 5 minutos en un bloque térmico para
asegurar la completa desnaturalizacién y reduccién de las proteinas antes de su carga en el gel
de electroforesis.

Western Blot

En este trabajo, utilizamos la técnica de Western Blot para comprobar si los niveles de ERB
disminuian tras el protocolo de silenciamiento aplicado contra el gen Esr2 con siRNA. Analizar
varios puntos temporales después de la transfecciéon nos permitio verificar, no solo si el
silenciamiento era eficaz, sino también cémo evolucionaba la reduccion de ERPB a medida que
avanzaba el tiempo. Las proteinas se separaron mediante SDS-PAGE en geles de poliacrilamida

al 10 %, preparados con Trizma Base pH 8,8 (Sigma, T1503), SDS (Panreac, A2572.1000),
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acrilamida al 30 % (Bio-Rad, 1610156), APS al 1 % y TEMED (Bio-Rad, 1610800). La electroforesis
se realizd con un tampon de electroforesis especifico (Tris 25 mM, glicina 192 mM (PanReac
AppliChem, A1067), SDS 0,1 %) cargando 25 pL de muestra y el marcador de peso molecular
(PageRuler Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific; 3076554, 3043168), aplicando 90 V y
posteriormente 130 V.

Tras la separacidn, las proteinas se transfirieron a membranas de PVDF (Bio-Rad, 0,2 um,
64691840) mediante Trans-Blot Turbo en programa “7 min Mini Gel”. La membrana se bloqued
con leche desnatada al 5 % en TBS-T durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se
incubd overnight a 4 °C con anticuerpo primario diluido en TBS-T con BSA al 5 % y azida sddica
al 0,01 %, seguido de incubacién con anticuerpo secundario conjugado con HRP (1:5000) en
leche al 5 % en TBS-T durante 1 h a temperatura ambiente.

La deteccidn se realizé mediante quimioluminiscencia con SuperSignal™ West Femto (Thermo
Scientific, 34096) y adquisicion de sefial con ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad). La cuantificacion

densitométrica se llevd a cabo mediante el software ImageLab.

Aislamiento, cuantificacidn y retrotranscripcion de ARN

El ARN total se aislé a partir de los lisados celulares mediante el kit NucleoSpin® RNA
(Bioanalysis; NucleoSpin® RNA; 740955.250), utilizando columnas de centrifugacion con
membrana de silice. Brevemente, tras la inactivacion de RNasas mediante el tampdn de lisis y la
homogeneizacion de la muestra, el ARN se fijé selectivamente a la matriz de silice. Para
garantizar la eliminacién de contaminantes y del ADN gendmico residual, se realizaron los
lavados recomendados por el protocolo y una digestion con la DNasa | todo suministrado en el
kit. EI ARN purificado se eluyé finalmente en 40 plL de agua libre de RNAsas.

La concentracion y pureza del ARN se determinaron por espectrofotometria empleando un
equipo NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Se evaluaron las relaciones de absorbancia a
260/280 nmy 260/230 como indicadores de la calidad del acido nucleico, considerando éptimos
los valores comprendidos entre 1.8y 2.2.

Para la sintesis de ADN complementario (ADNCc), se retrotranscribieron 500 ng de ARN total por
muestra utilizando el kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific;
4368814). La reaccidn se llevd a cabo en un termociclador T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad
Laboratories) siguiendo el protocolo estandar del fabricante: incubacién a 25 °C durante 10 min
para la hibridacién de cebadores, seguida de 37 °C durante 120 min para la sintesis de ADNc y
una fase final de inactivacién de la transcriptasa reversa a 85 °C durante 5 min. El ADNc obtenido

se almacend a -20 °C hasta su uso en los ensayos de PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR).
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Analisis de expresidn génica mediante PCR cuantitativa en tiempo real
(gPCR)

La evaluacién de la expresion génica se llevd a cabo mediante PCR cuantitativa en tiempo real
(gPCR) usando el ADNc previamente sintetizado. Analizamos la expresion génica de los genes
Pdx1, Mafa, Nkx6.1, Ins1, Hspa5 y Ddit3. Para ello empleamos cebadores previamente disefiados
y testados en el laboratorio que cumplen los requisitos de generar amplicones de pequefio

tamafio (50-100pb), contenido de GC (30-80%), temperatura de fusion de 58-60°C. Las

secuencias de los cebadores estan descritas en la Tablal.

Tabla 1. Secuencias de los cebadores utilizas en la qPCR

Gen Cebador Sentido (5'->3') Cebador Antisentido (5'->3') Especie Cddigo RefSeq
Ddit3 CCAGCAGAGGTCACAAGCAC CGCACTGACCACTCTGTTTC R. norvegicus NM 001109986.1
Esr2 GGTGCTAATGGTGGGACTGA CCCCTCATCCCTGTCCAGAA R. norvegicus NM 012754.3
Hprt1 GTCCCAGCGTCGTGATTAGT GCAAGTCTTTCAGTCCTGTCC R. norvegicus NM 012583.2
Hspa5 GTGCCCACCAAGAAGTCTCA AGGGGTCGTTCACCTTCGTA R. norvegicus NM 013083.2
Ins1 ACCTTTGTGGTCCTCACCTG AGCTCCAGTTGTGGCACTTG R. norvegicus NM 019129.3
Mafa GCACATTCTGGAGAGCGAGA TTCTCCTTGTACAGGTCCCG R. norvegicus NM 001399773.1
Nkx6.1 GAGAGTCAGGTCAAGGTCTGG CGTTCTCCGAAGTCCCCTTG R. norvegicus NM 031737.2
Pdx1 CAAAGCTCACGCGTGGAAAA AGGCTGTACGGGTCCTCTTA R. norvegicus NM _022852.4

Nota. Todos los cebadores estan orientados en sentido 5' = 3'. Los cddigos de acceso corresponden a las secuencias
de referencia validadas de la base de datos RefSeq (Rattus norvegicus). Los nombres de los genes siguen la
nomenclatura oficial de la base de datos de NCBI. Hprtl se empled como gen de referencia constitutivo (control

interno de carga).

Condiciones de gPCR

Las muestras de ADNc fueron diluidas en una proporcion 1:5 con agua libre de nucleasas para
asegurar una amplificacién éptima y uniforme. Sin embargo, la elevada abundancia del
transcrito Ins1 y su alta variabilidad entre los duplicados hizo necesaria una dilucion adicional
del ADNc (dilucién final de 1:1000), con el objetivo de evitar la saturacién de la sefial
fluorescente y asegurar que la amplificacion se mantuviera dentro del rango lineal de
cuantificacion del ensayo.

El ensayo se realizé en placas de 96 pocillos, donde se combind la mezclade reaccién iQ SYBR®
Green Supermix (Bio-Rad; 64676059) con los cebadores especificos a una concentracién de
200nM (sentido y antisentido) y el ADNc correspondiente a cada muestra, empleando un
termociclador de PCR (BioRad; T100™Thermal Cycler) a tiempo real bajo las condiciones
térmicas validadas para cada pareja de cebadores.

Las reacciones de qPCR se llevaron a cabo en un termociclador de PCR a tiempo real utilizando

el siguiente programa de amplificacién:
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e Desnaturalizacién inicial: 95 °C durante 3 minutos.
e Amplificacion (45 ciclos):
o Desnaturalizacidn: 95 °C durante 15 segundos.
o Alineamiento y extensién: 60 °C durante 1 minuto.
Al finalizar la amplificacidn, se revisd la curva de disociacién (melting curve o curva de fusion)
para comprobar la especificidad de los productos amplificados y descartar la presencia de
amplificaciones inespecificas o formacion de dimeros de cebadores.

Andlisis de la expresidn génica y normalizacién de datos de gPCR

Para corregir las variaciones en la carga inicial de acido nucleico, se utilizé el gen Hprt1 como
control endégeno (housekeeping gene). Los niveles relativos de expresién se determinaron
mediante el método del umbral de ciclo comparativo (222%), representando el cambio de

expresion génica respecto a la condicion siCtrl a 11mM Glucosa.

Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism. Los resultados se
expresan como media * error estandar de la media (SEM) de, al menos, tres experimentos
independientes (3 réplicas bioldgicas).

Debido a que el primer disefio experimental incluia dos factores independientes, el tratamiento
(control vs. siRNA) y el tiempo (24, 48 y 72 h), para el analisis estadistico para evaluar el efecto
del silenciamiento del gen Esr2 a distintos puntos temporales tras la transfeccién se empleé un
andlisis de varianza (ANOVA) de dos factores seguido de la prueba de comparacion multiple de
Tukey para determinar las diferencias significativas entre las distintas condiciones
experimentales. De forma similar, para analizar simultdneamente el efecto del silenciamiento
de Esr2 y de la concentracién de glucosa sobre la expresidn génica, se utilizé un andlisis de la
varianza de dos factores (Two-way ANOVA). Este método permite evaluar de forma
independiente el efecto de cada uno de los factores experimentales estudiados, el
silenciamiento de ERP (siERP frente a siCtrl) y la concentracion de glucosa (11 mM frente a 25
mM), asi como determinar la posible existencia de una interaccidon entre ambos factores. De
este modo, el andlisis permite discernir si los cambios observados en la expresién génica son
atribuibles al silenciamiento de ERB, al tratamiento con glucosa elevada o a una combinacion de
ambos estimulos.

No obstante, dado que uno de los objetivos principales de este trabajo fue determinar
especificamente la contribucién de ERB al mantenimiento de la identidad de la célula B
pancredtica en condiciones fisiolégicas, se realizaron andlisis adicionales comparando

exclusivamente los grupos siERB y siCtrl cultivados en glucosa basal (11 mM). Para ello se empled
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la prueba t de Student no apareada, que permite comparar las medias de dos grupos
independientes y determinar si las diferencias observadas son estadisticamente significativas.

Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando el valor de p fue inferior
a 0,05. Los niveles de significacidn estadistica se representaron como: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**),

p < 0,001 (***).

4.Resultados

Validacién de anticuerpos para la éptima deteccion de ERB mediante
técnicas inmunoldgicas

La literatura cientifica ha puesto de manifiesto de manera recurrente que uno de los mayores
obstaculos en el estudio de ERP es la falta de especificidad de los anticuerpos comerciales
disponibles. Por este motivo, se llevd a cabo un cribado sistemadtico de tres anticuerpos
comerciales especificos frente a ERB: Invitrogene Cat# MA5-248077 (Clon PPZ0506), Life Tech.
Cat#t 51-7700 y Thermo Scientific Cat# MA1-23217 (Clon 14C8) con el objetivo de determinar
cudl de ellos ofrecia la mayor afinidad y resolucidn para su andlisis mediante Western blot.

Los ensayos comparativos revelaron diferencias drasticas en el patrén de reconocimiento de
cada anticuerpo. El anticuerpo Cat# MA1-23217 (al que a partir de ahora me referiré como 14C8)
mostrd el rendimiento mds deficiente, caracterizado por una elevada presencia de ruido y de
multiples bandas inespecificas que impedian la correcta identificacién y cuantificacion del
receptor (Figura 6A). Por otro lado, el anticuerpo Cat# MA5-248077 (al que a partir de ahora me
referiré como PPZ) exhibié un comportamiento intermedio: supuso una mejora notable en
comparacion con el 14C8 al reducir parte del ruido de fondo. A pesar de que también se
observan bandas inespecificas, se ve una banda clara con una intensidad mayor en el rango de
peso molecular de ERB (Figura 6B). En contraposicion, el anticuerpo Cat# 51-7700 (al que a partir
de ahora me referiré como 517700) demostrd ser el Unico capaz de proporcionar una sefial
limpia, nitida y altamente especifica para el peso molecular correspondiente a ERB (Figura 6C).
Por lo tanto, evaluaremos tanto el anticuerpo PPZ como 51-7700 en las bandas
correspondientes entre 55 y 70KDa bien definidas para determinar la eficacia del silenciamiento

del recepto de estrégenos.

A 24h 48h 72 h B 24h  48h 72 h C 24h 48h 72 h
Fed P QB Qe fed Qfesd Qe b b
O PN SR O S o Fgt et RS PN N
: 70 Kdl
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2 E R[{ —] - —_—— = -~

=55 Kd
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Figura 6. Expresion del receptor ERB en la linea celular INS-E1 tras dos silenciamientos con ARN
interferente para el ARNm del gen Esr2 (ESR2_RAT, SICO058646) y un ARN interferente a modo de
control negativo (AllStars, SI03650318) evaluada por Western Blot. Ambos silenciamientos se aplicaron
durante 8 horas en dos dias consecutivos. Niveles de expresion de la proteina ERP después de 24, 48y 72
horas del segundo silenciamiento A: Imagen representativa de Western Blot para la deteccion de los
niveles de proteina ERP a los distintos tiempos post-silenciamiento usando el anticuerpo Thermo Scientific
Cat#f MA1-23217 (Clon 14C8). B: Imagen representativa de Western Blot para la deteccidn de los niveles
de proteina ERP a los distintos tiempos post-silenciamiento usando el anticuerpo Invitrogene Cat#f MA5-
248077 (Clon PPZ0506). C: Imagen representative de Western Blot para la deteccién de los niveles de
proteina ERP a los distintos tiempos post-silenciamiento usando el anticuerpo Life Tech. Cat# 51-7700.

Optimizacién y validacion de la ventana temporal o6ptima para el
silenciamiento de ERB

Para poder profundizar en el papel biolégico de ERB en la fisiologia pancreatica a través de la
inhibicidn de su actividad, el primer paso consistié en evaluar la ventana temporal de maxima
eficacia del silenciamiento génico. Para ello, se monitorizaron los niveles de expresién de ERf
normalizados frente a B-actina a las 24, 48 y 72 horas posteriores a la transfeccion con el ARN
de interferencia especifico para (siERB), empleando un ARN control (siCtrl) como referencia
basal. Los resultados se expresan como cambio relativo (fold-change) respecto a la condicion
siCtrl a las 24h (Figura 7).

El andlisis cuantitativo a partir de los resultados experimentales obtenidos mediante la técnica
de Western blot usando el anticuerpo PPZ y el anticuerpo 51-7700, reveld un perfil cinético
marcadamente dependiente del tiempo post-transfeccion. Como se puede observar en la
comparativa de las primeras dos columnas de la Figura 7A, usando el anticuerpo PPZ para la
detencion de la proteina ERPB, el analisis mediante ANOVA de dos factores reveld que, a las 24
horas, se produce una reduccién drastica y estadisticamente significativa en los niveles de ER
en las células transfectadas con siERB en comparacién con su respectivo control siCtrl (*p <
0,05). Por otro lado, cuando la deteccion proteica se hizo usando el anticuerpo 51-7700 (Figura
7B), la tendencia fue la misma, aunque el analisis mediante ANOVA de dos factores no mostrd
diferencias significativas. Sin embargo, este efecto de reduccidn de la expresién en el receptor
fue perdiéndose en los puntos temporales posteriores, correspondientes a las 48 y 72 horas. La
expresion de la proteina en las células tratadas con siERB experimentd una recuperacion
progresiva, llegando a equipararse por completo a los niveles del grupo control. De hecho, el
analisis estadistico confirmd la ausencia total de diferencias significativas en los intervalos de
tiempo 48h y 72h, lo que evidencia que el efecto del silenciamiento se disipa paulatinamente a
partir de las 24 horas.

Estos resultados aportan una informacion importante para el desarrollo de la linea experimental
de este trabajo. La constatacién de que el silenciamiento efectivo de ERB se concentra

Unicamente a las 24 horas post-transfeccidn, nos permite delimitar con precisién la ventana de
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intervencioén bioldgica. Por consiguiente, se determind fijar este punto temporal como el idéneo
para llevar a cabo los siguientes experimentos enfocados en analizar cémo la pérdida de este
receptor estrogénico compromete o altera los mecanismos moleculares que definen la
identidad de la célula-beta pancreatica.

A Silenciamiento de ERp B
(Ab Cat# MA5-248077)
* ¥k

* % %k

— Silenciamiento de ERp

el (Ab Cat# 51-7700)
o SIiERp 2.0 o SiERp
@ SiCtrl m SiCtrl

-
o
1

ERp/p-actina
(cambio relativo)

ERp/p-actina
(cambio relativo)
P
1

24h 48h 72h

Figura 7. Cuantificacién por Western blot del receptor ERf en la linea celular INS-1E tras dos silenciamientos con
ARN interferente para el ARNm del gen Esr2 (ESR2_RAT, SICO058646) y un ARN interferente a modo de control
negativo (AllStars, SI03650318) empleando diferentes anticuerpos. Ambos silenciamientos se aplicaron durante 8
horas en dos dias consecutivos. Niveles de expresion de la proteina ERf después de 24, 48 y 72 horas del segundo
silenciamiento A: Cuantificacién densitométrica de los niveles de proteina ERB normalizados frente a 8-actina usando
el anticuerpo PPZ0506. Los resultados se expresan como cambio relativo (fold change) respecto a la condicion siCtrl
a las 24h. La linea de puntos indica el nivel basal de referencia. Se observa una disminucién estadisticamente
significativa en la expresidn del receptor Unicamente a las 24 horas posteriores a la segunda transfeccion, momento
en el cual se registra la maxima eficacia de silenciamiento. A las 48 y 72 horas, los niveles proteicos se recuperan hasta
equipararse al control, evidenciando el caracter transitorio del silenciamiento. B: Cuantificacion densitométrica de
los niveles de proteina ERB normalizados frente a B-actina usando el anticuerpo 51-7700. Los resultados se expresan
como cambio relativo (fold change) respecto a la condicion siCtrl a las 24h. La linea de puntos indica el nivel basal de
referencia. Los datos representan la media = SEM (n = 3). Analisis estadistico mediante ANOVA de dos factores
seguido de la prueba post hoc de Tukey. (*p < 0.05, ***p < 0.001).

Como estrategia de control metodoldgico, el siRNA empleado en los ensayos se encontraba
conjugado con el fluoréforo AlexaFluor 488. Esto nos permitié confirmar visualmente si el siRNA
estaba presente los dias posteriores de la transfeccion mediante microscopio de
epifluorescencia convencional antes de proceder a los analisis moleculares. Cabe destacar que
esta aproximacion microscdpica se utilizé exclusivamente para verificar la presencia del siRNA
en las células diana y evaluar la homogeneidad del procedimiento, pero no como una medida

directa del silenciamiento génico, el cual requiere de la validacién proteica posterior (Figura 8).
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Figura 8. Imagenes al microscopio de epifluorescencia convencional donde los puntos verdes indican la
localizacion de los ARN interferentes usados, objetivo 20x

Validacion del silenciamiento de ERB mediante RT-qPCR

Para confirmar el éxito del silenciamiento génico, evaluamos los niveles de expresién de Esr2
mediante RT-gPCR en células INS-1E tras transfectarlas con un siRNA especifico contra ERB
(SiERB) o con un siRNA control (siCtrl). Ademas, quisimos comprobar si la exposicidn a altas
concentraciones de glucosa (25 mM) podia alterar la eficiencia de este bloqueo.

Los resultados estadisticos empleando la prueba t de Student (Figura 9) mostraron que la
transfeccion con siERP redujo significativamente los niveles de ARNm de Esr2 en comparacion
con el grupo siCtrl en condiciones basales de glucosa (11 mM), observandose una disminucion
cercana al 50 % (***p < 0,001). En presencia de glucosa alta (25 mM), también se observé una
reduccion de la expresion de Esr2 respecto a su control correspondiente, de magnitud similar a
la detectada en condiciones basales; sin embargo, esta diferencia no alcanzd significacion
estadistica. A pesar de ello, la tendencia observada sugiere que el silenciamiento se mantuvo
parcialmente eficaz también bajo condiciones de alta glucosa.

Cabe destacar que el propio tratamiento con glucosa alta no modificé significativamente la
expresion de Esr2 dentro de cada condicidn experimental. En conjunto, estos resultados indican
gue la disminucién de los niveles de Esr2 se debid principalmente a la accidn del siRNA especifico

y no al contexto glucémico del cultivo.
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Figura 9. Validacidn del silenciamiento de Esr2 mediante RT-qPCR en células INS-1E. Niveles de expresion
relativa de Esr2 en células INS-1E transfectadas con un siRNA especifico frente a ERB (siERB) o con un
siRNA control no dirigido (siCtrl), cultivadas en condiciones basales de glucosa (11 mM) o expuestas a alta
glucosa (25 mM) durante 6 horas. La expresion génica se determiné mediante RT-qPCR utilizando Hprt1
como gen de referencia. Los niveles relativos de expresion se determinaron mediante el método del
umbral de ciclo comparativo (2-22%), representando el cambio de expresidn génica respecto a la condicién
siCtrl a 11mM Glucosa. Los datos se presentan como media = SEM de tres experimentos independientes
(n = 3). El analisis estadistico se realizé mediante un t de Student no apareada (t-test). ***p < 0,001 y #p
< 0,1 frente al grupo control correspondiente. G: glucosa.

En definitiva, estos datos constatan que el protocolo de silenciamiento disefiado funciona
eficazmente para reprimir la expresién de Esr2 en la linea INS-1E. Esto valida el uso de este
sistema celular como un modelo experimental fiable para profundizar en el papel de ERB dentro
de la identidad de la célula-B pancredtica, asi como en su comportamiento frente al estrés

glucotoxico.

Analisis de expresiéon de marcadores de identidad de la célula-B pancreatica

Con el objetivo de determinar si ERB participa en el mantenimiento de la identidad de la célula-
B pancredtica, se analiz6 mediante RT-qPCR la expresion de tres factores de transcripcidn
fundamentales para la diferenciacién, maduracién y funcién de estas células: Mafa, Nkx6.1, y
Pdx1. Estos genes desempenan un papel esencial en la regulacién del programa transcripcional
caracteristico de la célula-B y son ampliamente utilizados como marcadores de identidad.

Inicialmente, se evalud el efecto conjunto del silenciamiento de Esr2 y de la exposicion a alta
glucosa (25 mM) mediante un andlisis estadistico de dos factores (Two-way ANOVA),
considerando como variables independientes la transfeccion (siERB o siCtrl) y la concentracion
de glucosa (11 mM o 25 mM). No se observaron diferencias significativas en la expresion de
Mafa ni de Nkx6.1 entre los distintos grupos experimentales (Figura 10 A y B). Sin embargo, la
expresion de Pdx1 fue menor en las células control expuestas a glucosa alta (siCtrl 25 mM) que
en las células con ERP silenciado mantenidas en glucosa basal (siERP 11 mM). Esto podria sugerir
gue la exposicién a glucosa elevada ejerce un efecto negativo sobre la expresion de Pdx1 mas

acusado que el propio silenciamiento de ERB en condiciones basales (Figura 10C).
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Figura 10. Efecto del silenciamiento de Esr2 sobre la expresion de factores de transcripcion asociados a
la identidad de la célula-B pancreatica. Expresion relativa de Mafa (A), Nkx6.1 (B) y Pdx1 (C) en células
INS-1E transfectadas con un siRNA especifico frente a ERB (SiERB) o un siRNA control (siCtrl) y cultivadas
en presencia de 11 mM o 25 mM de glucosa. La expresion génica se determind mediante RT-gPCR
utilizando Hprtl como gen de referencia. La expresidon génica se normalizo frente a Hprtl y los niveles
relativos de expresidon se determinaron mediante el método del umbral de ciclo comparativo (2-22¢),
representando el cambio de expresidn génica respecto a la condicion siCtrl a 11mM Glucosa. Los datos se
representan como media + SEM de tres experimentos independientes (n = 3). El analisis estadistico se
realizd mediante ANOVA de dos factores seguido de la prueba post hoc de Tukey. *p < 0,05.

Dado que el objetivo principal de este trabajo era evaluar especificamente la contribucion de
ERB al mantenimiento de la identidad B en condiciones fisiolégicas y sin la posible influencia de
fendmenos de glucotoxicidad, se realizd un andlisis adicional comparando exclusivamente los
grupos siERPB y siCtrl cultivados en glucosa basal (11 mM) mediante una prueba t de Student.

Este analisis mostré un aumento significativo de la expresion de Mafa y Pdx1 en las células
transfectadas con siERP respecto a sus correspondientes controles (Figura 11 Ay B). Ademas, se
observa un aumento en la expresién de Mafa en las células del grupo control tratadas a altas
concentraciones de glucosa. No obstante, aunque se observé una tendencia al aumento en la

expresion de Nkx6.1, las diferencias no alcanzaron significacion estadistica (Figura 11 C).
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Figura 11. Efecto del silenciamiento de Esr2 sobre la expresion de factores de transcripcidn asociados a
la identidad de la célula B pancreatica. Expresion relativa de Mafa (A), Nkx6.1 (B) y Pdx1 (C) en células
INS-1E transfectadas con un siRNA especifico frente a ERB (siERB) o un siRNA control (siCtrl) y cultivadas
en presencia de 11 mM o 25 mM de glucosa. Los graficos muestran la comparacion especifica entre los
diferentes grupos en condiciones basales de glucosa (11 mM) y alta glucosa (25 mM) realizada mediante
una prueba t de Student no apareada *p < 0,05. La expresion génica se normalizo frente a Hprtl y los
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niveles relativos de expresion se determinaron mediante el método del umbral de ciclo comparativo (2-
8ac representando el cambio de expresion génica respecto a la condicién siCtrl a 11mM Glucosa. Los
datos se representan como media + SEM de tres experimentos independientes (n = 3). El andlisis
estadistico se realizd mediante un t de Student no apareada (t-test). *p < 0,05

A continuacién, evaluamos lo niveles de expresién del gen Ins1. De nuevo, los datos fueron
analizados mediante un ANOVA de dos factores, considerando como factores el tratamiento de
silenciamiento y la concentracion de glucosa (Figura 12A). Este anadlisis no mostré diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos experimentales.

Dado que el foco principal del estudio se centré en determinar el papel de ERB en el
mantenimiento de la identidad de la célula-B en condiciones fisioldgicas, se realizé un analisis
especifico comparando Unicamente los grupos siERB 11 mM vy siCtrl 11 mM mediante una
prueba t de Student (Figura 12B). Este andlisis reveld una disminucion significativa de la

expresion de Ins1 en las células sometidas a silenciamiento de ERPB respecto al grupo control (*p

<0,05).
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Figura 12. Expresion relativa de Ins1 tras el silenciamiento de ERB en condiciones de glucosa basal y
elevada. (A) Niveles de expresion de Ins1, determinados mediante RT-qPCR, en células transfectadas con
siRNA dirigido contra ERB (SiERB) o con un siRNA control (siCtrl) y cultivadas en presencia de 11 mM o 25
mM de glucosa. Los datos fueron analizados mediante ANOVA de dos vias (B) Comparacién especifica de
la expresidn de Ins1 entre los grupos SiIERB 11 mM y siCtrl 11 mM mediante prueba t de Student, con el
fin de evaluar el efecto del silenciamiento de ERB en condiciones basales de glucosa. La expresion génica
se normalizo frente a Hprtl1 y los niveles relativos de expresion se determinaron mediante el método del
umbral de ciclo comparativo (2-22%), representando el cambio de expresidn génica respecto a la condicién

siCtrl a 11mM Glucosa. Los datos se representan como media £ SEM de tres experimentos independientes
(n=3). **p<0,01.

Evaluacién de marcadores de glucotoxicidad

Con el objetivo de evaluar una posible induccién de estrés del reticulo endoplasmico asociada a
la glucotoxicidad o al silenciamiento de ERB, se analizaron los niveles de expresidn de los genes
Hspa5 y Ddit3. El analisis mediante ANOVA de dos factores no revelé diferencias significativas
atribuibles ni al tratamiento con glucosa ni al silenciamiento de ERB, ni tampoco a la interaccion

entre ambos factores (Figura 13). De forma complementaria, se realizaron comparaciones

30



mediante la prueba t de Student (Figura 14). Unicamente se observa una disminucién
significativa de la expresion génica en las células transfectadas con siERB y expuestas a 25 mM
de glucosa respecto al grupo siCtrl mantenido en condiciones basales (11 mM de glucosa) (Figura
14B). Sin embargo, esta comparacion enfrenta simultdneamente diferencias tanto en la
condicidon de silenciamiento como en la concentracién de glucosa, por lo que carece de
relevancia bioldgica para los objetivos del estudio y no permite extraer conclusiones sobre el
efecto especifico de ERB o de la glucotoxicidad. En conjunto, los resultados indican que ninguno
de los tratamientos evaluados produjo cambios significativos en la expresién de los marcadores

de estrés del reticulo endoplasmico analizados.
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Figura 13. Expresion de marcadores de estrés del reticulo endoplasmatico tras el silenciamiento de ERP
y el tratamiento con diferentes concentraciones de glucosa. Niveles de expresion relativa Hspa5(A) y
Ddit3(B) en células INS-1E transfectadas con un siRNA especifico frente a ERB (siERB) o con un siRNA
control no dirigido (siCtrl), cultivadas en condiciones basales de glucosa (11 mM) o expuestas a alta
glucosa (25 mM) durante 6 horas. Los graficos muestran el analisis conjunto de los cuatro grupos
experimentales mediante ANOVA de dos factores (Two-way ANOVA). La expresion génica se normalizd
frente a Hprt1 y los niveles relativos de expresidn se determinaron mediante el método del umbral de
ciclo comparativo (224%), representando el cambio de expresidon génica respecto a la condicion siCtrl a
11mM Glucosa. Los datos se representan como media = SEM de tres experimentos independientes (n =
3). ¥**p < 0,01.
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Figura 14. Expresion de marcadores de estrés del reticulo endoplasmatico tras el silenciamiento de ERf
y el tratamiento con diferentes concentraciones de glucosa. Niveles de expresidn relativa Bip (Hspa5) (A)
y CHOP (Ddit3) (B) en células INS-1E transfectadas con un siRNA especifico frente a ERB (siERB) o con un
siRNA control no dirigido (siCtrl), cultivadas en condiciones basales de glucosa (11 mM) o expuestas a alta
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glucosa (25 mM) durante 6 horas. Los graficos muestran la comparacion especifica entre los diferentes
grupos en condiciones basales de glucosa (11 mM) y alta glucosa (25 mM) realizada mediante una prueba
t de Student no apareada *p < 0,05. La expresion génica se normalizo frente a Hprt1 y los niveles relativos
de expresién se determinaron mediante el método del umbral de ciclo comparativo (222%),
representando el cambio de expresidon génica respecto a la condicion siCtrl a 11mM Glucosa. Los datos se
representan como media + SEM de tres experimentos independientes (n = 3). **p < 0,01.

5. Discusion

El presente trabajo describe el papel del receptor de estréogenos beta (ERB) en el
mantenimiento de la identidad de la célula-B pancredtica y analiza su posible
participacién en la respuesta celular frente a condiciones de glucotoxicidad. Para ello,
se establecido un modelo de silenciamiento de Esr2 en la linea celular INS-1E y se evalud
el impacto de la disminucién de ERB sobre la expresidon de genes asociados a la identidad
B pancreadtica y al estrés del reticulo endoplasmatico.

Uno de los primeros objetivos abordados en este trabajo fue la validacion experimental
de los anticuerpos empleados para la deteccién de ERP. La identificacidn especifica de
este receptor representa un desafio bien documentado en la literatura cientifica, ya que
numerosos estudios han puesto de manifiesto las limitaciones de muchos anticuerpos
comercialmente disponibles, cuya falta de especificidad puede dar lugar a sefiales
inespecificas y comprometer la reproducibilidad de los resultados [32]. En concordancia
con estas observaciones, nuestros resultados mostraron diferencias notables entre los
anticuerpos evaluados. Mientras que el anticuerpo 14C8 presenté un elevado nivel de
ruido de fondo y bandas inespecificas, los anticuerpos PPZ y 517700 mejoraron la sefial
siendo 517700 el Unico capaz de detectar una seial limpia y reproducible. Estos
resultados ponen de manifiesto la importancia de validar cuidadosamente las
herramientas inmunolégicas empleadas para el estudio de este receptor y refuerzan las
observaciones previas que cuestionan la fiabilidad de numerosos anticuerpos
comerciales frente a ERP.

A continuaciéon, se determind la ventana temporal mas adecuada para estudiar el
silenciamiento de Esr2. Los resultados obtenidos mediante Western blot demostraron
que la reduccidn de la proteina ERB fue maxima a las 24 horas tras la transfeccidn,
mientras que a las 48 y 72 horas los niveles proteicos tendian a recuperarse
progresivamente hasta aproximarse a los observados en las células control. Estos

hallazgos sugieren que el efecto del siRNA utilizado es transitorio y que las células
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recuperan gradualmente la expresion del receptor. Esta observacion también puede
atribuirse al propio efecto de dilucion como consecuencia de la proliferacion celular. Por
este motivo, el tiempo postransfeccion de 24 horas fue seleccionado como la condicién
6ptima para los experimentos posteriores. El silenciamiento de Esr2 constituye un
proceso técnicamente complejo debido a la baja expresiéon basal de este gen en
numerosos modelos celulares, la persistencia de la proteina ERB tras la degradacién de
su ARNm vy las dificultades asociadas a la deteccién especifica del receptor mediante
anticuerpos validados. Estos factores pueden limitar la magnitud aparente del
silenciamiento observado y dificultar su confirmacién experimental [32, 42, 43].

La eficacia del silenciamiento fue posteriormente confirmada mediante RT-gPCR. La
expresion de Esr2 disminuyd tanto en condiciones basales de glucosa como tras la
exposicion a glucosa elevada, lo que demuestra la robustez del modelo experimental
generado. Ademas, la ausencia de cambios significativos inducidos por la glucosa sobre
los niveles de Esr2 indica que las diferencias observadas se atribuyen especificamente a
la accion del siRNA y no a modificaciones derivadas del tratamiento.

Una vez establecidas las condiciones experimentales 6ptimas analizamos la contribucién
de ERB al mantenimiento de la identidad de la célula-B pancredtica. Para ello se evalud
la expresion de diversos factores de transcripcion esenciales para la funcién y
diferenciacién de estas células: Pdx1, Mafa y Nkx6.1. Dichos factores, constituyen
reguladores clave de la expresidn de insulina y del mantenimiento del fenotipo de la
célula-B pancreatica [8].

Los resultados obtenidos muestran que el silenciamiento de Esr2 provoca un aumento
significativo de la expresion de Pdx1 y Mafa cuando se analizan especificamente las
condiciones basales de glucosa. Tanto Pdx1 como Mafa son considerados factores
maestros de la funcién B pancredtica, siendo imprescindibles para mantener una
adecuada capacidad secretora de insulina y una correcta respuesta frente a la glucosa
(8, 11].

Por el contrario, aunque Nkx6.1 mostréo una tendencia a aumentar tras el
silenciamiento, las diferencias no alcanzaron significacién estadistica. Este resultado
podria indicar que la regulacidn de este factor de transcripcion es menos dependiente
de ERB o que los cambios inducidos requieren periodos de silenciamiento mas

prolongados para hacerse evidentes. Asimismo, no puede descartarse que el reducido
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tamano muestral empleado en este estudio haya limitado la capacidad para detectar
diferencias de mayor magnitud.

Ademads, se observa la induccion de Mafa en las células control tratadas con altas
concentraciones de glucosa. Esto puede deberse a que la glucosa estimula la expresién
de Mafa para aumentar la capacidad secrecidn de insulina en respuesta a esa elevacion
de la glucosa. Por tanto, el incremento de Mafa podria reflejar un mecanismo
compensatorio para responder a la mayor demanda metabdlica.

El silenciamiento de ERB provocé una reduccion significativa de la expresion de Ins1 en
condiciones basales. Estos resultados sugieren que ERB contribuye al mantenimiento de
la expresién basal de Ins1 en la célula-f pancreatica. Sin embargo, este efecto no fue
detectado al considerar conjuntamente todos los grupos experimentales, lo que indica
qgue la influencia de ERB sobre la expresién de Ins1 es mas evidente en condiciones
basales de glucosa y en ausencia de glucotoxicidad. Aunque estos hallazgos podrian
parecer contradictorios, es posible que reflejen la activacién de mecanismos
compensatorios destinados a preservar la funcién celular tras la pérdida de sefializaciéon
mediada por ERB. En este contexto, el incremento de Mafa y Pdx1 podria interpretarse
como una respuesta adaptativa encaminada a mantener la identidad de la célula-B
frente a una situacion de estrés. No obstante, dicha respuesta compensatoria podria no
ser suficiente para sostener la expresiéon de Ins1, especialmente si ERPB participa de
forma mas directa en la regulacion de genes implicados en la sintesis o procesamiento
de insulina. Otra posibilidad es la existencia de mecanismos de retroalimentacidn
negativa. La disminucién de la expresion de insulina podria desencadenar una regulacion
compensatoria al alza de factores de transcripcion como Mafa y Pdx1, con el objetivo
de restaurar la capacidad biosintética de la célula. En este escenario, el aumento de
Mafa y Pdx1 seria una consecuencia de la reduccién de Ins1 y no necesariamente la
causa de un incremento de su expresion.

Asimismo, debe considerarse que los niveles de ARNm no siempre se correlacionan
directamente con la actividad funcional de las proteinas correspondientes. Por tanto, el
aumento observado en la expresion génica de Mafa y Pdx1 podria no traducirse en un
incremento equivalente de sus niveles proteicos o de su actividad transcripcional,

limitando su capacidad para inducir la expresién de Ins1.
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Por otra parte, se analizé si la ausencia de ERP modificaba la respuesta celular frente a
condiciones de glucotoxicidad. La exposicion a concentraciones elevadas de glucosa
constituye un modelo ampliamente utilizado para estudiar fendmenos de estrés
metabdlico y estrés del reticulo endoplasmatico en la célula-B. Con este objetivo se
evalud la expresion de los genes Hspa5 (BiP) y Ddit3 (CHOP), dos marcadores clasicos de
activacion de la respuesta por estrés del reticulo [15, 16, 44].

Los resultados obtenidos no mostraron modificaciones significativas en la expresién de
ninguno de los genes tras el silenciamiento de ERPB ni tras el tratamiento con glucosa
elevada. Unicamente, se observé una reduccidn significativa en la expresion génica de
Ddit3 en las células transfectadas con siERB y sometidas a 25 mM de glucosa, en
comparacion con el grupo siCtrl mantenido en condiciones basales (11 mM de glucosa).
No obstante, esta comparaciéon combina simultdneamente dos variables distintas, el
silenciamiento de ERP y la concentraciéon elevada de glucosa, lo que limita su
interpretacion biolégica y no permite atribuir el efecto observado especificamente a ERB
ni a la glucotoxicidad. En conjunto, los resultados muestran que ninguno de los
tratamientos aplicados generd cambios significativos en la expresidon de los marcadores
de estrés del reticulo endoplasmico evaluados, ya que numerosos estudios describen
una induccién de Ddit3 en situaciones de estrés del reticulo endoplasmatico prolongado
[16, 44]. Una posible explicacién es que las condiciones experimentales empleadas,
particularmente la duracién relativamente corta de la exposicion a glucosa (6 horas),
reflejen una fase temprana de adaptacién celular en la que todavia no se ha producido
una activacién robusta de las vias proapoptéticas dependientes de CHOP.
Alternativamente, ERB podria participar en mecanismos reguladores de la respuesta al
estrés cuya ausencia modifique la dindmica temporal de expresion de este gen [16, 44].
Otros estudios han demostrado la alteracién en la expresion de proteinas relacionadas
con estrés de reticulo endoplasmatico cuando el tratamiento a altas concentraciones de
glucosa se mantiene durante 24 horas [45]. Ademas, también encontramos otros
trabajos que donde se observa el aumento en la expresidn de la proteina CHOP cuando
el tratamiento con glucosa se da a concentraciones mas altas y se mantiene durante 48
horas [46].

A pesar de que los resultados obtenidos sugieren una participacion de ERB en el

mantenimiento de la identidad B pancredtica, este estudio presenta algunas
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limitaciones. En primer lugar, los experimentos se realizaron en una Unica linea celular
inmortalizada, por lo que sera necesario confirmar estos hallazgos en otras lineas
celulares o en islotes pancreaticos primarios de modelos animales. Ademads, la
evaluacion realizada en este estudio se centrd en cambios en la expresién génica, sin
abordar de forma directa las consecuencias funcionales derivadas del silenciamiento de
ERB. Aunque las modificaciones observadas en la expresidon de genes relacionados con
la identidad y funcidn de la célula-f aportan informacion valiosa sobre los mecanismos
moleculares implicados, no permiten determinar por si solas si estos cambios se
traducen en alteraciones fisioldgicamente relevantes. En este sentido, habria sido de
especial interés complementar los resultados con ensayos funcionales, como la
determinacion de la secrecién de insulina estimulada por glucosa (GSIS), considerada
uno de los principales indicadores de la funcionalidad de las células-B pancreaticas. Este
tipo de aproximacidn permitiria establecer una relacién mas directa entre los cambios
transcripcionales observados y la capacidad secretora de las células.

Por otro lado, el estudio del estrés de reticulo endoplasmico podria ampliarse mediante
la evaluacion de un panel mas amplio de marcadores implicados en las distintas ramas
de la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR, por las siglas en inglés: “Unfolded Protein
Response”), ya que los genes analizados representan Unicamente una parte de esta
compleja red de sefalizacién. Asimismo, la utilizacidon de tiempos de exposicidon mas
prolongados y de diferentes concentraciones de glucosa permitiria caracterizar con
mayor precision la evolucién temporal y la intensidad de la respuesta celular frente a la
glucotoxicidad. Es posible que los cambios inducidos por la exposicién crénica a glucosa
elevada requieran periodos mds largos para manifestarse a nivel transcripcional,
proteico o funcional, por lo que futuros estudios deberian considerar disefios
experimentales que contemplen tanto distintas dosis como diferentes tiempos de
tratamiento.

En conclusion, los resultados obtenidos indican que ERPB desempefia un papel relevante
en el mantenimiento de la identidad molecular de la célula-B pancreatica. El aumento
en la expresidn de los factores de transcripcion Mafa y Pdx1 sumado a la disminucion
en los niveles del gen de la insulina con el silenciamiento de Esr2, apoyan la existencia
de una funcién reguladora de este receptor sobre el programa de identidad y funcién

de la célula-B. Por el contrario, su participacién en la respuesta temprana al estrés
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inducido por glucosa elevada requiere estudios adicionales que permitan esclarecer los
mecanismos implicados. En conjunto, este trabajo aporta nuevas evidencias sobre la
importancia de ERP en la biologia de la célula-B pancreatica y refuerza el interés de esta
via como posible diana terapéutica en patologias asociadas a la disfuncion B, como la

diabetes mellitus tipo 2.

6. Conclusiones y proyeccion futura

Por lo tanto, estas son las conclusiones derivadas del presente trabajo:

1- ELanticuerpo Invitrogene Cat# MA5-248077 (Clon PPZ0506) demostrd ser el mas
adecuado para la deteccion de los niveles de la proteina ERB y su analisis
mediante Western blot en células INS-1E.

2- Elsilenciamiento de Esr2 mediante siRNA resultd exitoso, alcanzando su maxima
efectividad a las 24 horas desde la ultima transfeccion.

3- El silenciamiento de ERB produjo un aumento significativo de los niveles de
expresion de Mafa, Pdx1 y una disminucién en los niveles de expresion Ins1 en
condiciones basales de glucosa, sugiriendo que este receptor participa en el
mantenimiento de la identidad molecular de la célula-B pancreadtica

Los resultados obtenidos en este trabajo aportan nuevas evidencias sobre la implicaciéon
de ERB en el mantenimiento de la identidad de la célula- pancreatica. No obstante, son
necesarios estudios adicionales que permitan profundizar en los mecanismos
moleculares responsables de los cambios observados en la expresion de genes clave
como Pdx1, Mafa e Ins1, asi como sus efectos sobre la funcionalidad.

Como lineas futuras de investigacidén, seria necesario ampliar el andlisis de los
marcadores de estrés del reticulo endopldsmico mediante el estudio de otros genes
implicados en la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR), asi como validar a nivel
proteico las alteraciones observadas en la expresion génica. Ademas, resultaria de
interés realizar estudios funcionales, especialmente de secrecion de insulina estimulada
por glucosa, para determinar el impacto biolégico del silenciamiento de ERB en la célula-
B pancredtica. Finalmente, la confirmacién de estos hallazgos en modelos mas préximos
a la fisiologia pancreatica, como islotes pancreaticos primarios o modelos animales,
permitiria establecer su relevancia fisioldgica y valorar el potencial de ERB como posible

diana terapéutica en la diabetes mellitus tipo 2.
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