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1. RESUMEN
La diabetes tipo 1 (DT1) es una enfermedad autoinmune crénica que representa aproximadamente

el 5% de todos los casos de diabetes. Esta patologia se caracteriza por la falta casi total de
generacion de insulina enddgena, que ocurre como consecuencia de la destruccion irreversible de
aproximadamente el 80% de la masa funcional de células B del pancreas endocrino, provocada por
un ataque inmunoldgico autorreactivo. Se ha establecido que los IFN tipo | (IFN-1), citoquinas que
actiian como un vinculo entre los factores genéticos y ambientales que desencadenan la DT1y que
son clave para las respuestas inmunes tanto innatas como adaptativas estan implicadas en las
primeras etapas de la DT1. Se ha descrito que el IFNa esta implicado en la induccidn de estrés en el
RE, que se ha definido como una de las causas que conduce a la apoptosis de las células B. En este
contexto hallazgos recientes indican que el estrés del RE potencia la activacién de la autofagia. La
autofagia es esencial para mantener la homeostasis de las células B y ha sido identificado como un
regulador critico en la funcién de estas células tanto en modelos de ratones diabéticos como en

pacientes con DT2.

Resultados preliminares de nuestro laboratorio muestran una expresion diferencial de genes
relacionados con la autofagia en células a y B aisladas de ratdn tras el tratamiento con IFNa. En
base a estos resultados preliminares, en este Trabajo de Fin de Master se ha estudiado el papel de
la autofagia tras la exposicion a IFNa tanto en lineas celulares de células B (MIN-6) como en células
o (aTC1-9). Para ello se usaron tratamiento con compuestos moduladores de la autofagia
(bafilomicina A1, cloroquina y rapamicina) en combinacién con IFNa y, posteriormente, se
analizaron proteinas relacionadas con la autofagia (LC3-ll y p62) por western blot e
inmunofluorescencia y el efecto de la modulacidon de la autofagia sobre la viabilidad celular.
Nuestros resultados sugieren que el IFNa provoca un bloqueo del flujo autofagico en células aTC1-
9, sin embargo, no ejerce un efecto relevante en MIN-6. El ensayo de viabilidad celular indica que
la inhibicion del flujo autofdgico en células o pancreaticas con bafilomicina Al y cloroquina
aumenta la apoptosis, un efecto ligeramente incrementado por la exposicion a IFNa. El tratamiento
con rapamicina también aumentd la apoptosis, tanto en condiciones basales como con IFNa, pero
en menor medida que los inhibidores del flujo autofagico. En células B pancredticas, la inhibicion
del flujo autofagico con bafilomicina Al redujo la viabilidad e indujo apoptosis, mientras que la
cloroquina provocd la muerte del 100 % de las células MIN-6, independientemente del tratamiento
con IFNa. La rapamicina aumento ligeramente la apoptosis en condiciones basales, pero con IFNa

la disminuyd ligeramente respecto al control.

Palabras clave: diabetes tipo 1, autofagia, IFNa, células a, células B
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Abstract

Type 1 diabetes (T1D) is a chronic autoimmune disease that represents approximately 5% of all
diabetes cases. This condition is characterized by an almost total lack of endogenous insulin
production, which occurs as a result of the irreversible destruction of about 80% of the functional
mass of B-cells in the endocrine pancreas due to an autoimmune attack. It has been established
that type | interferons (IFN-I), cytokines that act as a link between genetic and environmental
factors that trigger T1D and are key to both innate and adaptive immune responses, are involved
in the early stages of T1D. IFNa has been implicated in inducing endoplasmic reticulum (ER) stress,
which has been identified as a trigger for B-cell apoptosis. In this context, recent findings indicate
that ER stress enhances autophagy. Autophagy is essential for B-cell homeostasis and has been
identified as a critical regulator of B-cell function in both diabetic mouse models and patients with

type 2 diabetes (T2D).

Preliminary results from our laboratory show differential expression of autophagy-related genes
in a and B-cells from mice after treatment with IFNa. Based on these preliminary results, this TFM
studied the role of autophagy after exposure to IFNa in both B-cell lines (MIN-6) and a-cell lines
(aTC1-9). For this purpose, treatments with autophagy-modulating compounds (bafilomycin A1,
chloroquine, and rapamycin) were used in combination with IFNa, and subsequently, autophagy-
related proteins (LC3-Il and p62) were analyzed by western blot and immunofluorescence, as well
as the effect of autophagy modulation on cell viability. Our results suggest that IFNa causes a
blockage of autophagic flux in aTC1-9 cells; however, it does not have a notable impact on MIN-6
cells. The cell viability assay indicates that inhibition of autophagic flux in pancreatic a-cells with
bafilomycin Al and chloroquine increased apoptosis, an effect slightly enhanced by exposure to
IFNa. Treatment with rapamycin also increased apoptosis, both under basal conditions and with
IFNa, but not as significantly as autophagic flux inhibitors. In pancreatic B-cells, inhibition of
autophagic flux with bafilomycin Al reduced viability and induced apoptosis, while chloroquine
caused 100% death of MIN-6 cells, regardless of IFNa treatment. Rapamycin slightly increased

apoptosis under basal conditions but decreased it slightly with IFNa compared to the control.

Keywords: Type 1 diabetes, autophagy, IFNa, a cells, B cells
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Abreviaturas
AMPK: Proteina quinasa activada por AMP

ATG: Genes relacionados con la autofagia

BSA: Albumina de suero bovino

CXCL10: Ligando 10 de quimiocina con motivo C-X-C
DT1: Diabetes Tipo 1

DT2: Diabetes Tipo 2

FACS: Clasificador de Células Activadas por Fluorescencia
HLA-I: Antigeno Leucocitario Humano clase |

Hsc70: Proteina chaperona de choque térmico de 70 kDa
ICF: Inmunocitofluorescencia

IFN-I: Interferdn tipo |

IFNa: Interferdn alfa

IFNy: Interferén y

IL-1B: Interleucina 1B

IL-6: Interleucina 6

LC3: Cadena ligera 3 de la proteina asociada a microtubulos
mTOR: Diana de rapamicina en células de mamifero
mTORC1: Complejo de mTOR 1

NOD: Ratén diabético no obeso

PE: Fosfatidiletanolamina

PI3K: Fosfatidilinositol 3-quinasa de clase IlI

RE: Reticulo endoplasmatico

RNA-seq: Secuenciacion de ARN

SQSTM1: Sequestosoma 1

TFS: Tampdn salino fosfato

TNF-a: Factor necrosis tumoral a

ULK1/2: Quinasa Activadora de Autofagia Similar a Unc-51 1/2
UPR: Respuesta a proteinas desplegadas

V-ATPasas: H*-ATPasas de tipo vacuolar

TBS-T: Solucidn salina tamponada con Tris y Tween 20
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2. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

2.1. El pancreas endocrino
El pancreas es una glandula secretora que desempefia un papel esencial para el
metabolismo, funcionando tanto a nivel endocrino como exocrino. Por un lado, el pancreas
exocrino esta compuesto predominantemente por parénquima exocrino, el cual esta constituido
por células acinares que producen y liberan enzimas digestivas inactivas. Por otro lado, un pequefio
porcentaje del pancreas, aproximadamente un 2% de su masa total, consiste en el pancreas
endocrino, el cual se encarga de la regulacion de la homeostasis de la glucosa en el organismo

mediante la secrecién principalmente de las hormonas insulina y glucagon (Roder et al., 2016).

Dentro del tejido exocrino del pancreas, encontramos microestructuras endocrinas
especializadas denominadas islotes de Langerhans. Se ha estimado que el pancreas humano
alberga aproximadamente un milldn de islotes pancreaticos, con un diametro promedio de 130 pum,
compuesto entre 1000 y 2500 células (Rorsman & Braun, 2013). En cambio, un analisis realizado
con tomografia de proyeccion dptica estimdé que un ratén de 8 semanas albergaba
aproximadamente 1100 islotes pancredticos, cada uno con un didmetro promedio de
aproximadamente 60 um. De este modo, se determind que un islote promedio de ratén contenia

aproximadamente 80 células (Alanentalo et al., 2007).

En los islotes pancreaticos, existen principalmente cinco tipos de células especializadas en
la secrecién de hormonas del sistema endocrino implicadas en el metabolismo de la glucosa. Estas
son: las células B que constituyen entre el 50 % y el 80 % del total de células de islotes, dependiendo
del modelo animal, productoras de insulina; las células a, encargadas de la produccion de glucagén
(entre el 10 % y el 40 %); las células y que secretan polipéptido pancreatico; las células 6 las cudles
producen somatostatina; y, por ultimo, las células € que generan grelina (Figura 1) (Dolensek et al.,
2015; In't Veld & Marichal, 2010). Es importante mencionar que las hormonas secretadas por los
tipos celulares mayoritarios (células a y células B) desempefian funciones antagdnicas en la
regulacién de la glucemia. Cuando los niveles de glucosa en sangre (o glucemia) son bajos, como
durante el ayuno o entre comidas, el glucagdn aumenta la glucemia. De manera contraria, durante
la alta glucemia, como después de la ingesta de comidas, especialmente tras consumir
carbohidratos, la insulina reduce los niveles de glucosa en sangre. Por su parte, la somatostatina
inhibe la liberacidn tanto de glucagdn como de insulina y el polipéptido pancreatico regula tanto la
actividad de secrecién exocrina como endocrina del pancreas. En conjunto, estas hormonas
mantienen la homeostasis de la glucosa en vertebrados (Rorsman & Ashcroft, 2018; Suckale &

Solimena, 2008).
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Figura 1. Comparacion de la composicion y citoarquitectura del islote de Langerhans entre ratéon (parte
izquierda) y humano (parte derecha). Este esquema muestra los distintos tipos celulares presentes en el
islote y la hormona principal que secretan. Figura realizada con Biorender.

Entre estos tipos celulares previamente mencionados, las células a y B destacan como
actores clave en la regulacién de los niveles de glucosa en sangre. Las células a, productoras de
glucagon vy las células B, responsables de la sintesis y liberacién de insulina, desempefian roles
complementarios y cruciales en el sistema endocrino. Por un lado, las células B pancreaticas regulan
la expresidn y transcripcion del gen INS en respuesta a sefiales de glucosa y de insulina autocrina
(Tokarz et al., 2018). Por otro lado, en las células a pancredticas la produccién de glucagdn ocurre
a través del procesamiento del preproglucagdn (Schroeder et al., 1984). La principal funcion de esta
respuesta contrarreguladora es prevenir la hipoglucemia, una condicion que se ve alterada en
individuos con diabetes (Da Silva Xavier, 2018). De este modo, la sincronizaciéon entre la liberacién
de glucagdn e insulina determina el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa. Por tanto,
comprender en profundidad el funcionamiento de estas células es esencial para abordar

enfermedades como la diabetes tipo 1 (DT1) y la diabetes tipo 2 (DT2).

2.2. Etiologia de la diabetes.
La diabetes mellitus o simplemente diabetes es un conjunto de afecciones metabdlicas
crénicas que se caracterizan por niveles elevados de glucosa en la sangre, fendmeno denominado
hiperglucemia. Estas enfermedades se desencadenan ya sea por una produccién deficiente de

insulina por el pancreas, la resistencia a la accion de la insulina por parte de las células del
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organismo, o por una combinacién de ambos factores (Atkinson et al., 2014). Segun la estimacién
de la Federacién Internacional de Diabetes en el afio 2021, el nimero de individuos afectados por
diabetes fue de aproximadamente 537 millones de adultos (entre 20 y 79 afios). Esta enfermedad
fue la causa de mas de 6.7 millones de fallecimientos en personas de este rango de edad. A su vez,
distintas investigaciones apuntan que el nimero de individuos afectados por la diabetes en todo el

mundo aumentara a 783 millones para el afio 2045 (IDF, 2022).

La progresion de la diabetes sin tratamiento es una enfermedad letal, ya que la
hiperglucemia crénica conlleva un alto riesgo de desarrollar complicaciones macrovasculares que
incluyen la enfermedad coronaria, la enfermedad cerebrovascular y la enfermedad arterial
periférica, asi como dafios severos a nivel microvascular, como la nefropatia, la retinopatia, la
neuropatia y las Ulceras del pie diabético. Ademas, se estima que 541 millones de personas

presentan un riesgo elevado de desarrollar diabetes (Prasad et al., 2023).

Segun su etiologia, la diabetes puede clasificarse en dos tipos principales: la DT1 y DT2. La
DT2 es la forma mds comun de diabetes, representando entre el 90% y el 95% de todos los casos
(IDF, 2022). La DT2 esta causada por una resistencia a la insulina en los érganos diana y una
disfuncién progresiva de las células B pancreaticas. Los principales factores de riesgo que se han
establecido para desarrollar esta patologia son un estilo de vida sedentario y un consumo excesivo
de azlcares y grasas (Chatterjee et al., 2017). Por otro lado, la DT1 es una enfermedad crénica de
origen autoinmune que se caracteriza por la inflamacién de los islotes pancreaticos (insulitis) y la
consecuente destruccion especifica de las células B pancredticas por el ataque del sistema
inmunoldgico. Como resultado, esta condicidn da lugar a una produccién muy limitada o inexistente
de insulina enddgena. Cabe destacar que las personas diagnosticadas con DT1 representan entre el
5% y 10% del total de diabéticos a nivel mundial (IDF, 2022). En la actualidad, la DT1 no tiene cura
y su tratamiento consiste en la administracidon continua de insulina exdgena a lo largo de toda la
vida del individuo (Atkinson et al., 2014). En este Trabajo Final de Master, nos centraremos en

abordar la DT1.

Como se ha mencionado anteriormente, la DT1 se caracteriza por un ataque autoinmune
gue ataca selectivamente a las células B pancreaticas, generalmente antes de los 18 afios de edad.
En la DT1, los sintomas clinicos aparecen una vez que aproximadamente el 80% de la funcion/masa
de células B se ha perdido de manera permanente. La predisposiciéon de sufrir DT1 esta
estrechamente relacionada con los antecedentes genéticos de un individuo. De este modo,
distintos estudios de GWAS han apuntado que existen mas de 50 polimorfismos de un solo

nucledtido (o SNPs) vinculados con el riesgo de padecer DT1 (Santin & Eizirik, 2013). Los SNPs que
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muestran una fuerte correlacidén con la DT1 pueden sefialar regiones del genoma que contienen
genes candidatos que se consideran potencialmente relacionados con el desarrollo de la
enfermedad. Se ha descrito que en torno a un 80% de estos genes candidatos se expresan en las
células B pancreaticas humanas. Por tanto, estos genes que regulan vias criticas en las células B,
como las respuestas antivirales, la inmunidad innata y la activacion de la apoptosis podrian
contribuir al desarrollo de la DT1 (Marroqui, Dos Santos, et al., 2015; Stgrling & Pociot, 2017). A
pesar de que se ha establecido que los factores genéticos tienen un papel significativo en el
desarrollo de la DT1, se ha determinado que las tasas de concordancia entre gemelos idénticos para
el desarrollo de esta enfermedad son solo aproximadamente del 40%. Esto sugiere que los factores

ambientales también son fundamentales en la manifestacién de la enfermedad (Jun & Yoon, 2003).

En la actualidad, no se ha establecido una causa definitiva sobre como se desarrolla la DT1.
La hipdtesis mas aceptada para comprender los mecanismos que conducen a la destruccion de
células B por el ataque autoinmune es que surge un “didlogo” inapropiado entre las células del
sistema inmunoldgico que invaden los islotes y las células B del pancreas, influenciado por factores
genéticos y ambientales. Si individuos genéticamente predispuestos entran en contacto con
determinados factores ambientales (p. ej. Infecciones virales), se desencadenara la enfermedad.
Este proceso conduce a la inflamacion de los islotes (insulitis) y en Gltima instancia a la destruccion
de las células B pancredticas, lo que aumentaria la produccion y liberacién tanto de citoquinas como
de quimioquinas proinflamatorias. La liberaciéon de citoquinas desencadena una cascada de eventos
inmunitarios que resultan en la destrucciéon de las células B, mientras que las quimioquinas
funcionan como quimioatrayentes para la infiltracion de las células del sistema inmunoldgico hacia

el islote pancreatico (Eizirik & Colli, 2020; Marroqui et al., 2021).

Epidemioldgicamente, estudios clinicos y patolégicos en humanos apoyan una fuerte
asociacion entre las infecciones virales y la DT1. Cabe destacar que existe una amplia evidencia de
gue un factor de riesgo para el desarrollo de la DT1 es la infeccion por enterovirus especialmente
el virus Coxsackie B, durante una etapa temprana de la vida. Estos virus de ARN monocatenario y
sentido positivo pertenecen a la familia Picornaviridae y se replican preferentemente en las
mucosas respiratoria e intestinal. Se han realizado distintos estudios a largo plazo con el propdsito
de investigar como las infecciones causadas por enterovirus podrian contribuir al inicio de la
autoinmunidad en los islotes pancreaticos en la DT1. En este contexto, un estudio realizado por
Krogvold et al. en 2015 reveld la presencia de VP1 en los islotes de los individuos con DT1, asi como
la identificacién de secuencias especificas de ARN de enterovirus en el 67% de estos pacientes
(Krogvold et al., 2015). A su vez, se ha descrito que los individuos en riesgo de desarrollar esta

enfermedad a menudo presentan un patrén especifico de expresién de genes clasicamente

10
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inducidos por interferdn (IFN) tipo | (IFN-I) (Ferreira et al., 2014; Kallionpaa et al., 2014). En personas
susceptibles de padecer DT1, se ha observado que incluso después de que la infeccidn viral haya
sido controlada, persiste una activacion anormal de la sefializacién de IFN-I. Esta "huella de IFN-I"
es, por lo tanto, un marcador de riesgo y de procesos patoldgicos subyacentes que preceden y

acompafian la destruccion autoinmune de las células f en la DT1 (Ferreira et al., 2014) (Figura 2).
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Figura 2. Sucesion de eventos propuesta para el desarrollo de la DT1. En individuos con predisposicién
genética, una infeccidn viral durante la nifiez puede causar una infeccion leve pero persistente en las células
B. Esto incrementa la produccién y/o liberacion de IFN-I, activando la produccién de IFNs y la expresion del
MHC clase I. Esta serie de sucesos resultan en inflamacidn entorno a los islotes (insulitis) y conducen a la
apoptosis de las células B, lo que causara en ultima instancia la aparicién de DT1. Figura extraida de:
Marroqui et al., 2021.

Por otro lado, en la fisiopatologia de la DT1 no solo estd involucrada la secrecion insuficiente
de insulina por las células B, sino también la secrecidén inadecuada de glucagén por las células o
pancreaticas (Brissova et al., 2018). Aunque el sistema inmunoldgico destruye de forma especifica
alas células B, ambos tipos celulares son disfuncionales. La disfuncion de las células a y la alteraciéon
en la secrecidn de glucagdn contribuyen a la hiperglucemia y a la desregulacién metabdlica, que
puede incluso preceder a la disfuncidon y muerte de las células B (Doliba et al., 2022; Martinez et al.,
2021). Se ha descrito que las células a tienen un mejor manejo de las infecciones virales y del estrés
del reticulo endoplasmatico (RE), lo que les permite sobrevivir mejor en situaciones de estrés que

pueden causar la muerte celular (Eizirik et al., 2023; Martinez et al., 2021). Se ha demostrado que
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las células a tienen una expresion basal de genes antivirales mayor que las células B, en concreto
genes regulados por STAT1, lo que les permite responder de manera mas eficiente a las infecciones
virales. Por lo tanto, es mas probable que una infeccion viral se establezca en las células B, lo que
desencadena un ataque del sistema inmunoldgico contra estas células (Marroqui, Lopes, et al.,

2015).

De este modo, se ha planteado que ambos tipos celulares podrian estar involucrados en
las etapas iniciales de la enfermedad. En primer lugar, las células B son el objetivo de las células T
CD8* que provocan su destruccidon a través del reconocimiento de péptidos autoantigénicos
asociados con HLA-I (Antigeno Leucocitario Humano clase 1). La hiperexpresién de HLA-I es
caracteristica en la DT1, ya que se ha observado esta hiperexpresion en los islotes de donantes con
DT1 (Richardson et al., 2016). Cabe destacar que, aunque el sistema inmunoldgico no ataca a las
células a, el HLA-I se expresd principalmente en este tipo celular (Benkahla et al., 2021). A su vez,
se ha demostrado que CXCL10 (Ligando 10 de quimiocina con motivo C-X-C), una quimioquina que
es producida por células de los islotes pancreaticos en respuesta al estrés inflamatorio se expresa
también en células a (ademas de células B) tanto en ratones NOD (ratdn diabético no obeso) como
en pacientes con DT1 (Nigi et al., 2020). También se ha descrito que las células a pueden expresar
IL-1B (interleucina-1B) (Anquetil et al., 2017), asi como IL-6 (interleucina 6) (Rajendran et al.,
2020) contribuyendo al microambiente proinflamatorio de los islotes y provocando que los
linfocitos T se dirijan al pancreas en la DT1. Estos hallazgos destacan el papel de las células a en la
patogénesis y progresion de la DT1 y sugieren la importancia de profundizar en nuestro
entendimiento sobre la funcién y disfuncion de estas células en la autoinmunidad de los islotes

pancreaticos.

Los IFN de tipo | son una clase de citoquinas implicadas en la respuesta inmunitaria innata
antiviral. Dentro de este tipo de IFNs, en este Trabajo de Fin de Master nos centraremos en describir
el IFNa, ya que se ha descrito que esta citoquina estd implicada en la induccidn de estrés del RE, la
insulitis y la hiperexpresién del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) clase | (la proteina
codificada por el gen HLA) en las células B, causas que facilitan el reconocimiento autoinmune por
las células T CD8" (Marroqui et al., 2017). La asociacion de la expresion sostenida de MHC clase |
con el estrés del RE y con modificaciones post-transcripcionales y post-traduccionales, podria
conducir a una presentacion sostenida de neoantigenos al sistema inmunitario, que facilitarian en
ultima instancia la destruccioén de las células B (Coomans de Brachéne et al., 2024). Estos hallazgos
sugieren que el IFNa desempefia un papel importante en la patogénesis de las primeras etapas de
la DT1. Ademas, varios genes candidatos para la DT1 como como MDAS5,TYK2 y PTPN2 expresados

en células B participan en la respuesta al IFN (Santin & Eizirik, 2013) (Figura 3).
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Figura 3. Genes candidatos para la DT1 relacionados con la via de IFN tipo | en células B pancreaticas. En
rojo se resaltan los genes candidatos para la DT1 expresados en células B y su posible papel en la infeccion
viral que podria desencadenar la DT1. Estos genes estan involucrados en todos los procesos que se llevan a
cabo en la célula B, como reconocimiento de virus, sefializaciéon y amplificacién de IFN y reconocimiento de
células B por parte del sistema inmunolégico. Figura extraida de: Marroqui et al., 2021.

2.3. La autofagia

El término "autofagia" proviene originalmente del griego y significa "comerse a uno
mismo". La autofagia es un proceso de autodigestién llevado a cabo mediante un mecanismo
complejo de degradacién lisosomal. Este fendmeno estd altamente conservado en todos los
organismos eucariotas, desde organismos unicelulares como las levaduras hasta organismos
pluricelulares como las células de mamiferos (Levine & Klionsky, 2017). Aqui nos enfocaremos en

la descripcidn del proceso de autofagia en las células de mamiferos.

Este proceso fue descrito por primera vez por Christian de Duve en 1963, tras la
identificacion de vesiculas en el citoplasma celular que encapsulaban a proteinas y organulos
celulares y los dirigian hacia los lisosomas para su degradacion (De Duve & Wattiaux, 1966). No
obstante, en los Ultimos anos se ha avanzado significativamente en la comprension de la regulacion
del proceso de autofagia, asi como en las funciones que desempefia en la célula y en las

consecuencias de su disfuncién (Hubert et al., 2022).
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La autofagia es un proceso catabodlico mediante el cual las células degradan organulos,
proteinas y macromoléculas y llevan a cabo su posterior reciclaje mediante la accidn del lisosoma,
con el fin principal de mantener la homeostasis celular y generar energia. De este modo, este
mecanismo permite desechar tanto proteinas como organulos que han sufrido algun tipo de
deterioro o bien han envejecido y pueden ser toxicos para la célula. Este proceso se induce de
manera constitutiva a un nivel bajo de intensidad en todas las células del organismo, contribuyendo
a la renovaciéon continua de componentes intracelulares. Es un mecanismo requerido desde las
primeras etapas del desarrollo hasta el envejecimiento de un organismo eucariota. Ademas, la
autofagia interviene en la diferenciacién celular y en la regeneracién de los tejidos (Liao et al.,
2021). Por otro lado, la autofagia se induce en respuesta a condiciones desfavorables como el estrés
ambiental, periodos de falta de nutrientes o factores de crecimiento y la invasidon de patdgenos
(Parzych & Klionsky, 2014). Cabe mencionar que la alteracién de la autofagia se ha relacionado con
patologias tales como el cancer, trastornos metabdlicos, enfermedades hepdticas y
cardiovasculares, entre otras (Cao et al., 2021). Asimismo, estudios recientes han evidenciado que
la disfuncion de la autofagia estd asociada con la patogénesis de la DT1 y DT2 (Yasasilka & Lee,

2024).

2.3.1. Tipos de autofagia

Se han identificado tres tipos principales de autofagia que son comunes en la mayoria de
las células: la macroautofagia (conocida cominmente como “autofagia” al ser la mas estudiada), la
microautofagia y la autofagia mediada por chaperonas. Aunque cada tipo presenta caracteristicas
morfoldgicas distintas, todos comparten el proceso final de traslacion de la carga citoplasmatica al
lisosoma donde se lleva a cabo su descomposicion. Los componentes macromoleculares que se han
generado vuelven de nuevo al citosol, donde se lleva a cabo su reutilizacion y reciclaje (Kirchner et

al., 2019).

Con respecto a la macroautofagia, ésta es una via catabdlica de degradacién masiva, cuya
magquinaria central estd mediada por un conjunto de genes altamente conservados a lo largo de la
evolucién denominados ATG (“Autophagy related genes”). El proceso comienza con la formacién
de una estructura primaria denominada fagoforo o membrana de aislamiento, que se expande para
formar el autofagosoma, una vesicula de doble membrana que secuestra la carga citoplasmatica,
gue es el material encapsulado por esta vesicula. Posteriormente, la membrana externa del
autofagosoma se fusiona con la membrana del lisosoma, donde ocurre la descomposicion de la
membrana interna del autofagosoma y su contenido mediante la accién de enzimas hidroliticas.
Este compartimento donde ocurre el proceso de degradacién se denomina autolisosoma (Figura

4A) (Levine & Kroemer, 2019). La macroautofagia puede ser selectiva y no selectiva, dependiendo
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del tipo de material que se va a ser englobado en los autofagosomas. Por un lado, la macroautofagia

no selectiva, se induce frente a distintos estimulos de estrés y ocurre cuando los autofagosomas

capturan de manera aleatoria grandes porciones del citoplasma para su degradacién (Nakatogawa,

2020). Por otro lado, en la macroautofagia selectiva, los objetivos de degradacidn son estructuras

especificas. Para ello se requieren receptores que interactien tanto con la carga como con la

magquinaria molecular central que participa en la formacién del autofagosoma (Feng et al., 2014).

Los tipos de macroautofagia selectiva se clasifican segun el tipo de carga que se va a degradar:

mitocondrias (mitofagia), gotas de lipidos (lipofagia), lisosomas (lisofagia), RE (reticulofagia), entre

otros (Stolz et al., 2014).
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Figura 4 . Tipos de autofagia. A) Macroautofagia. B) Microautofagia endosomal. C) Autofagia Mediada
por Chaperonas. Figura realizada con Biorender, adaptado a partir de Kaushik & Cuervo, 2018. Figura extraida
de: Trabajo Fin de Grado, “La autofagia mediada por chaperonas y su relaciéon en el fenémeno del
envejecimiento”, realizado por Maria Martinez Cuenca.
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En cuanto a la microautofagia, esta se basa en la eliminacién de proteinas y organulos a
través de la invaginacion directa de la membrana de los lisosomas. De manera similar a la
macroautofagia, la microautofagia también puede seleccionar de manera especifica el material
secuestrado, y recibe diferentes nombres dependiendo de si su objetivo son los peroxisomas
(micropexofagia), las mitocondrias (micromitofagia) o fragmentos del nudcleo celular
(microautofagia segmentaria) (Lamark & Johansen, 2021). Cabe destacar el proceso de la
microautofagia endosomal, un tipo de microautofagia en la que tiene lugar la degradacion de
proteinas citoplasmaticas, las cuales son secuestradas en vesiculas originadas en la membrana de
los endosomas tardios o de los cuerpos vesiculares. La proteina chaperona de choque térmico de
70 kDa (Hsc70) desempefia un papel crucial en el reconocimiento de proteinas citosdlicas tanto en
la microautofagia endosomal como en la autofagia mediada por chaperonas (Figura 4B) (Tekirdag

& Cuervo, 2018).

Finalmente, es importante mencionar la autofagia mediada por chaperonas. En este
proceso, la Hsc70 identifica especificamente las proteinas citosdlicas que contienen un
pentapéptido en su secuencia de aminodcidos con motivos similares a KFERQ. Tanto la chaperona
Hsc70 como otras cochaperonas, como Hsp40 (Proteina de choque térmico de 40 kDa) y HOP
(Proteina organizadora Hsp70-Hsp90), facilitan su transporte e internalizacidén en los lisosomas a
través del receptor LAMP-2A (Proteina de membrana asociada al lisosoma tipo 2A) (Figura 4C)
(Kaushik & Cuervo, 2018). Es importante resaltar que existe una actividad compensatoria entre la
macroautofagia y la autofagia mediada por chaperonas. Esto significa que, si la actividad de una de

estas vias disminuye, la otra puede aumentar su actividad para compensar esta deficiencia.

2.3.2. Maquinaria molecular de la autofagia

El proceso de macroautofagia se puede dividir en cuatro etapas: induccion (1), nucleacion
del fagoforo (2), elongacion (3), fusién del autofagosoma con el lisosoma (4) y degradacion y
reutilizacion de la carga citoplasmatica (5). La iniciacion de la membrana de aislamiento o fagoforo
parece originarse principalmente de la bicapa lipidica aportada por el RE y/o del trans-Golgi y los
endosomas tardios. Ademas, se ha sugerido que la membrana plasmatica y las mitocondrias
también pueden servir como posibles fuentes para la iniciacién de la membrana del fagoforo (Glick

et al., 2010) (Figura 5).
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Figura 5 . Los cinco pasos principales involucrados en el proceso de autofagia: 1.Induccién: AMPK inhibe a
mTORC1, que provoca la desfosforilacién de ULK1 y la induccidn de la macroautofagia. 2.Nucleaciéon: Implica
el complejo de PI3K. 3.Elongacidn: El complejo ATG12-ATG5-ATG16L1 y el sistema Atg8/LC3, son clave en la
formacion del autofagosoma. 4.Fusidn: El autofagosoma se fusiona con el lisosoma para formar el
autolisosoma. 5.Degradacién y reciclaje. La carga se degrada en el autolisosoma. Figura realizada con
Biorender. Adaptacién de Parmar et al., 2022.

1. Inducciéon

En la macroautofagia, la induccion de la formacion de autofagosomas esta regulada por el
complejo ULK1/2, que incluye ULK1/2 (Quinasa Activadora de Autofagia Similar a Unc-51 1/2),
ATG13, RB1CC1/FIP200 y C120rf44/ATG101. La macroautofagia se encuentra regulada por diversas
vias de sefializacidn intracelular, entre ellas destacan la via mTOR (diana de rapamicina en células
de mamifero) y la ruta AMPK (Proteina quinasa activada por AMP). En presencia de nutrientes y
factores de crecimiento, mTORC1 (Complejo de mTOR 1), una serina/treonina-proteina quinasa,
conocido como el regulador maestro de la autofagia, se encuentra activo y media la fosforilacion
inhibitoria de la proteina quinasa ULK1. En consecuencia, inhibe la macroautofagia. Por el contrario,
en condiciones que inducen la autofagia, se activa la quinasa AMPK, el principal sensor de la relacién
AMP/ATP, que es un regulador positivo de la macroautofagia. Asi, AMPK inhibe a mTORC1, que se
disocia del complejo de induccion, lo que provoca la desfosforilacion de ULK1 y la induccién de la

macroautofagia (Figura 5) (Dossou & Basu, 2019).
2. Nucleacidn del fagoforo

El siguiente complejo reclutado en el sitio de formacion del autofagosoma es el complejo

de fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) que se desencadena por la actividad quinasa de ULK1. El
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complejo PI3K genera fosfatidil inositol trifosfato, que sefializa el inicio de la nucleacién autofagica.
Este complejo estd compuesto por Vps34, ATG14, p150 y Beclinl. Cabe destacar que Vps34 utiliza
fosfatidilinositol como sustrato para generar fosfatidil inositol trifosfato, que es esencial para el
alargamiento y el reclutamiento de otras proteinas ATG en el fagoforo. Asimismo, dos proteinas
gue también participan en la macroautofagia denominadas WIPI1 y WIPI2, se asocian con el
fagoforo durante la falta de aminoacidos mediante la unién a fosfatidil inositol trifosfato (Figura 5)

(Glick et al., 2010).
3. Elongacién

Existen dos sistemas de conjugacion que involucran proteinas similares a la ubiquitina que

contribuyen a la expansion del fagoforo.

Complejo ATG12-ATG5-ATG16L1. El complejo ATG12-ATG5-ATG16L1 se asocia con la
membrana del fagoforo, pero se disocia después de la finalizacion del autofagosoma.

. Sistema Atg8/LC3: El segundo sistema similar a la ubiquitina implicado en la formacion de
autofagosomas es el sistema Atg8 conocido como la proteina 1 de cadena ligera 3 asociada a
microtubulos (LC3) en mamiferos. Existen varias proteinas similares a Atg8, la ultima de las
cuales se divide en las subfamilias LC3 y GABARAP (Proteina asociada al receptor de acido y-
aminobutirico). La proteina LC3 ha sido la mejor caracterizada y cuenta con dos isoformas,
LC3-I y LC3-Il. LC3-I se genera a partir de pro-LC3 mediante la cisteina proteasa Atg4. Mas
adelante, a través de ATG7 que actla como una enzima E1, ATG3 que actla como una
enzima similar a E2 y el complejo ATG12-ATG5-ATG16L que posee actividad similar a una ligasa
E3, LC3 se conjuga con el fosfolipido fosfatidiletanolamina (PE) para formar LC3-Il. Durante la
formacion del autofagosoma, los complejos ATG12-ATG5 se liberan de las membranas,
mientras que LC3-Il se asocia a la membrana, pero puede liberarse de ésta como resultado de
una segunda escisién mediada por Atg4. Por tanto, LC3-l se encuentra en el citosol y solo
puede localizarse en la membrana del autofagosoma cuando se lipida para formar LC3-1l. Cabe
destacar que, durante este proceso, LC3-Il se encuentra tanto en la cara interna como en la
externa de la membrana del autofagosoma. Cuando se encuentra en la cara interna, LC3-Il esta
directamente involucrado en la captacion del material citoplasmatico y la formacién de la
doble membrana del autofagosoma. Por otra parte, LC3-ll en la cara externa tiene como
funcién principal la movilizacidon del autofagosoma dentro de la célula. Una vez que se ha
formado el autolisosoma, el contenido interno, incluyendo LC3-Il en la cara interna, es
degradado por enzimas lisosomales, mientras que LC3-1l de la cara externa puede ser reciclado

y reutilizado por la célula (Parzych & Klionsky, 2014).
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En este punto, las proteinas y organulos destinados a la degradacién son englobados por el
autofagosoma. Algunas de estas proteinas que van a ser degradadas se unen de manera selectiva
a proteinas adaptadoras dependientes de ubiquitina como p62 (también conocida como
sequestosoma 1 o SQSTM1), NBR-1 y optineurina, las cudles interactian con LC3-Il (Lamark et al.,

2017) (Figura 5).
4 'y 5. Fusion, degradacidn y reutilizacidn de la carga citoplasmatica

La membrana del fagoforo se cierra alrededor de la carga y, desde la superficie exterior, se
escinde LC3-ll. A continuacion, el fagoforo en expansion madura y se cierra formando un
autofagosoma completo, que transita y se fusiona con el lisosoma, formando el autolisosoma. Por
ultimo, los componentes citoplasmaticos engullidos se degradan en los autolisosomas por las

enzimas hidrolasas lisosomales (Nikoletopoulou et al., 2015) (Figura 5).

2.3.3. La autofagia de células a y B pancreaticas en la DT1

Como se ha mencionado en el apartado anterior, la autofagia es un mecanismo que utilizan
las células eucariotas para descomponer y reciclar las proteinas y los organulos citoplasmaticos
daifados de manera eficiente. Este proceso es fundamental para mantener la homeostasis y la
funcién de las células B (Riahi et al.,, 2016). El impacto de la autofagia en la diabetes es
controvertido. Por un lado, se ha identificado que la autofagia actia como un regulador critico en
la actividad de las células B y que diversos factores de estrés celular, como el estrés oxidativo y el
estrés del RE, pueden potenciar la activacién de la autofagia. Por tanto, la autofagia se
desencadenaria en las células B proporcionando sustratos energéticos con el fin de enfrentar el
estrés del RE (Rashid et al., 2015). Por otro lado, se ha documentado una alteracion en el recambio
autofagico en células B de pacientes diabéticos tipo 2 (Masini et al., 2009), ya que muestran una
acumulacién de autofagosomas y en células B que han sido sometidas a una exposicion prolongada

a acidos grasos y glucosa (Las et al., 2011).

La mayoria de los estudios que se han realizado para investigar el papel de la autofagia en
la diabetes se han centrado en la DT2. Entre estas investigaciones de la relacidn entre la autofagia
y la DT2 cabe destacar un estudio en el que se le suministré una dieta con alto contenido en grasas
a ratones C57BL/6J, los cudles son susceptibles a desarrollar DT2 cuando se les alimenta con una
dieta alta en grasas y a ratones db/db diabéticos. Se informé que una dieta alta en grasas
desencadend un incremento en el nimero de autofagosomas en las células B de ratones db/db y
en ratones C57BL/6, por lo que la autofagia se regulaba positivamente con el fin de compensar el
estrés metabdlico de las células B. Por otro lado, estos autores observaron que el knockout de Atg7

en células B de ratones produjo una degeneracién de sus islotes, una alteracidn de la tolerancia a
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la glucosa y una disminucién en la secrecion de insulina. Los ratones knockout deficientes en
autofagia exhibieron un marcado deterioro en la tolerancia a la glucosa, potencialmente atribuido
a la falta de un aumento compensatorio en la masa de células B (Ebato et al., 2008). Otro estudio
usando la misma aproximacién, ratones knockout de Atg7, reveld que la masa de células B y el
contenido de insulina pancredtica de estos ratones disminuyd, ya que se produjo un aumento de la
apoptosis y una disminucién de la proliferacion de las células B. Ademas, se documentaron altos
niveles de estrés oxidativo, distension del RE y cambios vacuolares en las células B (Jung et al.,
2008). En la misma linea, otro estudio posterior demostré que la alteracién de la autofagia
mediante la disminucién de Atg7 en células B en ratones C57BL/6J provocé una disminucion de la
masa de células B, una tolerancia a la glucosa deteriorada, defectos en la secrecidn de insulina y un
aumento de la apoptosis después de la administracion de una dieta combinada rica en grasas y
glucosa (Sheng et al., 2017). Estos estudios sugieren que la autofagia es esencial para preservar la

arquitectura, masa y funcién de las células B pancreaticas.

Si bien estudios recientes han evidenciado una alteracién de la autofagia en las células
durante la patogénesis de la DT1. En los primeros estadios de la DT1, las células B pancreaticas
estdn expuestas a factores que pueden causar dafio, como citoquinas proinflamatorias o
hiperglucemia, que pueden ocasionar la acumulacion de especies reactivas de oxigeno y provocar
dafos durante el desarrollo de esta enfermedad (Padgett et al., 2013). A su vez, se ha evidenciado
gue la alteracién de la autofagia puede llevar a que las células B sean mas sensibles a la apoptosis
celular (Hayes et al., 2017). En el contexto de la DT1, se ha observado que hay una alteracidon de la
autofagia y que en donantes de érganos humanos con autoanticuerpos positivos se altera la
degradacion de macromoléculas dafadas en la célula B. En islotes pancreaticos de ratones NOD, se
observé un aumento en el nimero de autofagosomas y p62, indicando una alteracion de la
autofagia. En estos mismos islotes y en islotes de pacientes con DT1 disminuyd la colocalizacion de
LC3 con LAMP1, sugiriendo un deterioro en las etapas lisosomales de la autofagia. Ademas, se
observd la acumulacién de lipofuscina en los islotes pancreaticos de donantes de érganos con
autoanticuerpos positivos, lo que sugiere una desregulacion temprana de la autofagia en la DT1,

antes de que la enfermedad clinica se manifieste (Muralidharan et al., 2021).

Por tanto, existe una amplia evidencia que respalda el papel relevante de la autofagia en el
mantenimiento de la homeostasis y la supervivencia de las células B. Sin embargo, todavia no se ha
descrito completamente de qué manera la autofagia afecta tanto a la homeostasis como a la
funcién de las células a secretoras de glucagdon. Se destaca un estudio donde se investigo la
autofagia en células a utilizando un modelo de ratdon con deficiencia de Atg7, una molécula esencial

en laformacion de autofagosomas. Se observé un aumento en el nimero de células que expresaban
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glucagdn y una disminucién en la proliferacion celular, efectos similares a los observados en las
células B. En consecuencia, se reveld que la autofagia en las células a es fundamental para

mantener su estructura y promover la proliferacion celular (Himuro et al., 2019).

Distintos estudios han evidenciado el papel protector de la autofagia tras el estrés del RE
en la diabetes. Un estudio realizado por Bartolome y colaboradores en el que se llevé a cabo la
inhibicidn de la autofagia, asi como el silenciamiento de los genes Atg5 o Atg7 en células B de
ratones fetales, provocd un aumento de la muerte celular mediada por el estrés del RE a la vez que
disminuyé drasticamente los niveles de la proteina antiapoptdtica Bcl-2 (Bartolome et al., 2012).
Cabe destacar un estudio in vivo en el que células B deficientes de autofagia desencadenaban la
apariciéon de diabetes y también se mostraban mas sensibles al estrés del RE (Quan, Hur, et al.,
2012). Sin embargo, distintos estudios apuntan una dualidad en el mecanismo de la autofagia, ya
que unos niveles excesivos de autofagia pueden llevar a la muerte celular. No obstante, este papel
dual depende del tipo celular y del entorno citosdlico de estas células (Eisenberg-Lerner et al., 2009;
Kim & Lee, 2010). Por otro lado, se ha investigado el papel de ciertas citoquinas en la induccion de
la autofagia en células B pancreaticas. Las citoquinas proinflamatorias como el factor de necrosis
tumoral a (TNF-a), la IL-1B vy el interferén-y (IFN-y) se han relacionado con la DT1 (Coomans de
Brachéne et al., 2024). Se determind que las citoquinas proinflamatorias, IL-1B y el IFN-y, secretadas
por las células inmunitarias que invaden los islotes de Langerhans, estimulan los primeros pasos de
la autofagia, ya que activan la via AMPK-ULK-1 e inhiben mTORC1. Sin embargo, bloquean el flujo

autofagico, lo que potencia el estrés del RE (Lambelet et al., 2018).

Sin embargo, aunque se ha determinado que los IFN-l inducen autofagia en lineas celulares
cancerosas como Daudi (células B de linfoma humano), Hela (células epiteliales de cancer cervical
humano), MDA-MB-231 (células de carcinoma mamario humano), entre otras (Schmeisser et al.,
2014; Schmeisser et al., 2013), el efecto del IFNa en la induccidn de la autofagia de células a y B
apenas se ha estudiado con anterioridad. Se ha demostrado defectos en el flujo autofagico basal y
estimulado por IFNa en células B en un modelo de ratén con diabetes autoinmune espontanea, el
raton diabético no obeso (NOD), antes del desarrollo de hiperglucemia. Ademas, se ha observado
una respuesta heterogénea de los islotes donantes humanos a la autofagia inducida por IFNa
(Melnyk et al., 2023). En la fisiopatologia de la diabetes no solo interviene la insuficiente secrecidon
de insulina por parte de las células B, sino también la secrecion inadecuada de glucagén por parte
de las células o (Roder et al., 2016). Por consiguiente, una comprensién mas profunda de la biologia
de las células a y B estudiando el efecto del IFNo. en ambos tipos celulares permitird una visién

integral de la homeostasis de la glucosa y del desarrollo de la diabetes.
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2.4. Resultados preliminares RNA-seq

Para poder dilucidar el efecto del IFNa en la autofagia de células a y B pancreaticas, el grupo
de investigacién al que pertenezco realizé un andlisis de secuenciacion de ARN (RNA-seq) (Figura
6). Para realizarlo se utilizé un ratén transgénico, al cual se le colocé una sonda venus bajo el
promotor del gen de glucagdn (Venus-GCG), lo que hace que todas las células a expresen esta sonda
fluorescente y nos permite su separacion. En cuanto al procedimiento experimental, se recogieron
islotes pancredticos de ratones Venus-GCG los cudles fueron tratados o no con IFNa durante 24
horas. Los islotes se disociaron en células individuales y las células a y B pancredticas se separaron
mediante la técnica de clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS). Por ultimo, se
llevo a cabo el RNA-seq. En este andlisis se estudio la expresion global de los principales genes de
autofagia que eran expresados en células a y B pancreaticas de islotes de ratén tratados con IFNa

durante 24 horas.
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Figura 6. Analisis de expresion génica de células o y B purificadas de ratén (Venus-GCG) mediante RNA-Seq.
Islotes pancreaticos procedentes del modelo de ratdn Venus-GCG se trataron con IFNa durante 24 horas. Los
islotes se disociaron en células individuales y se separaron mediante FACS sorting en diferentes
subpoblaciones y se realizé secuenciacion global de mRNA (RNA-seq). Se analizaron distintos genes clave que
participan en etapas clave del proceso de autofagia: iniciacién, nucleacién y elongacién. Las graficas de barras
muestran la media + SEM de tres experimentos independientes. * p<0,05; ** p<0,01; Two-ways ANOVA.

Se observaron diferencias en la expresion de diferentes genes que participan en las etapas
clave del proceso de autofagia: iniciacion, nucleacion y elongacion en células a y B pancreaticas que
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fueron tratadas con IFNa. En cuanto a la etapa de iniciacion, cabe destacar una menor expresion
de ULK1 en células B pancreaticas con respecto a las células a en condiciones basales. Ademas, hay
una disminucion en la expresidon de ULK2 en células a tratadas con IFNa con respecto a la condicidon
control. Se han visto diferencias significativas en la expresién de ARNm del gen Atg14, que participa
en la nucleacién autofagica en células a y B no tratadas con IFNa. A su vez, los genes Atg12, Atg5y
Atg3, que participan en la etapa de elongacidn, mostraron diferencias significativas en su expresion

en las distintas condiciones (Figura 6) (Datos no publicados).
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3. OBIJETIVOS

La autofagia es un proceso esencial para el mantenimiento de la homeostasis y la salud de
las células eucariotas. Distintos estudios apuntan el papel clave de la autofagia en la regulacion de
la homeostasis de las células B pancreaticas y que ésta se desencadena para aliviar el estrés
oxidativo y el estrés del RE en la diabetes. La regulacion de la autofagia en la DT2 ha sido estudiada
por diversos autores que apuntan su relevancia para preservar la estructura, masa y funcién de las
células B pancreaticas y que su declive conduce a una deficiencia de insulina e hiperglucemia debido
al mal funcionamiento y renovacién anormal de los organulos. No obstante, los conocimientos
acerca de su implicacidn en la DT1 son escasos. Se ha apuntado que citoquinas proinflamatorias
como el TNF-q, la IL-1 B y el IFN-y estan relacionadas con ciertos mecanismos involucrados en la
induccion de estrés en el RE que afectan a la autofagia, sin embargo, se desconoce si el IFNa ejerce
alguna accion sobre la autofagia en células a y B pancreaticas. Basandonos en nuestros resultados
preliminares de secuenciacién de ARN (RNA-seq), las células a y B pancreaticas de islotes de ratdn
muestran expresion diferencial de genes implicados en las etapas de autofagia tras la exposicion a

IFNa.

Por todo ello, y teniendo en cuenta lo descrito anteriormente, en el presente Trabajo de
Fin de Master se ha propuesto como objetivo principal investigar el papel de la autofagia tras la
exposicion a IFNa, citoquina caracteristica de las primeras etapas de la DT1, tanto en células B (MIN-

6) como en células a pancreaticas (aTC1-9).
A su vez, se han propuesto alcanzar los siguientes objetivos secundarios:

1. Estudiar el flujo autofagico en células a y B pancreaticas expuestas a IFNa, mediante el uso
de distintos compuestos moduladores de la autofagia.

2. Estudiar la expresion y localizaciéon de la proteina LC3 en células a y B pancredticas tras la
exposiciéon a IFNa en presencia y ausencia de moduladores del flujo autofagico.

3. Estudiar como la modulacién del flujo autofagico en presencia de IFN a afecta a la viabilidad

celular de las células a y B pancredticas.
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4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
Todos los procedimientos realizados en este trabajo han sido aprobados por el comité ético

de la UMH con el cédigo TFM.MBB.LME.MMC.231215.

4.1. Manejo y uso de lineas celulares
En este trabajo se emplearon dos lineas de células pancreaticas: la linea de célula B, MIN-

6, la cual fue obtenida de insulinoma de raton (Miyazaki et al., 1990) y la linea de célula a, aTC1-9,
obtenida del pancreas de un ratdn con adenoma (Hamaguchi & Leiter, 1990). Para el crecimiento y
mantenimiento de estas lineas celulares se utilizaron medios recomendados por la casa comercial,

cuya composicién es descrita en las Tablas 1y 2.

Tabla 1. Composicion medio de cultivo DMEM linea celular aTC1-9.

Compuesto Concentracion final en el
medio

DMEM (D-2902) -

Bicarbonato sddico 1,5 g/l

Glucosa 3 g/l

Penicilina/Streptomicina 10 pg/ml/100 Ul/ml

FBS (Fetal Bovine Serum) 10%

Aminoacidos no esenciales 0,1 mM

HEPES 15 mM

Tabla 2. Composicion medio de cultivo de la linea celular MIN-6.

Compuesto Concentracion
DMEM (41965-039) -
2-Mercaptoetanol 0,05 mM
Penicilina/Streptomicina 10 pg/ml/100 Ul/ml
FBS (Fetal Bovine Serum) 15%

En los experimentos, las células MIN-6 y aTC1-9 fueron sembradas en placas de 24 pocillos
(TC-Platte 24 well, Sarstedt) para Western blot, en placas de cultivo celular (Cell culture dish, TC-
Schale, Sarstedt) para inmunocitofluorescencia y en placas de 96 pocillos (TC-Platte 96 well,

Sarstedt) para los ensayos de viabilidad celular. Se trabajo con células hasta el pase 80.

Los cultivos celulares se mantuvieron en unas condiciones estables de 37 °C, 95% de
humedad relativa y 5% CO,. Para la realizacién de estos experimentos se sembraron diferentes

densidades de células segun el tipo celular y el tipo de experimento (Tabla 3).
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MIN-6 (células/pocillo) aTC1-9 (células/pocillo)
Western blot 2:10° 1,5-10°
Inmunocitofluorescencia 5-10° 3-10*
Viabilidad 2-10* 2-10°

Tabla 3. Numero de células sembradas por pocillo para los experimentos de Western blot,
inmunocitofluorescencia y viabilidad en las lineas celulares MIN-6 y aTC1-9.

4.2. Preparacidn de los compuestos y tratamientos
Los compuestos utilizados en este Trabajo de Final de Master fueron preparados a partir

de soluciones stock concentradas. Estas soluciones se diluyeron posteriormente para obtener las

concentraciones de trabajo necesarias para los experimentos.

La bafilomicina A1 (B1793, Sigma) fue preparada a una concentracion de 100 uM en DMSO.
A partir de la misma, se prepard una disolucién intermedia de 50 uM en DMSO, la cual se almacend
a -20°C. Para la aplicacién experimental, se realizd una dilucion en medio de cultivo celular para
obtener la concentracion final deseada de 100 nM, cuidando que la concentracion final de DMSO

en el medio no excediera el 0,1%.

La cloroquina (C6628, Sigma) fue preparado como una solucién stock a una concentracién
10 mM en H,0, la cual se almacend a -20 °C. Las diluciones necesarias para los tratamientos
experimentales se prepararon justo antes de su uso, diluyendo la solucion stock en medio de cultivo

celular para obtener una concentracion final de 10 uM.

Por ultimo, la rapamicina (R0395, Sigma) fue preparada a una concentracién de 1 mM en
DMSO. A partir de la misma, se prepard una disolucion intermedia de 100 uM, la cual se almacend
a -20 °C. Para la aplicacion experimental, se realizdé una dilucion de la disolucién intermedia en
medio de cultivo celular para obtener la concentracidn final deseada de 50 nM, cuidando que la

concentracion final de DMSO en el medio no excediera el 0.1%.

EI IFNa (12100-1, PBL) fue preparado segun indicaciones del fabricante y se diluyé en medio

completo a una concentracion final de 1000 U/ml.

4.3. Western blot
La expresion de proteinas se analizé mediante western blot, esta técnica permite la

identificacion de una proteina especifica dentro de una mezcla compleja como el lisado celular. Las
expresiones de LC3-1 (16-18 kDa), LC3-1l (14-16 kDa) (Cell Signaling, 4108) y SQSTM1/p62 (62 kDa)
(Cell Signaling, 5114),utilizando la técnica analitica western blot se compararon con la de la tubulina

(55 kDa), una proteina que se expresa de manera constitutiva en el modelo de estudio.
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Los lisados celulares se obtuvieron utilizando el tampdn de lisis Laemmli (Tabla 4) y se
almacenaron a -20 °C. Para llevar a cabo la electroforesis, se descongelaron 60 L de lisado celular
de cada una de las muestras en hielo y las proteinas se desnaturalizaron calentandolas a 99 °C

durante 7 minutos.

Tabla 4. Composicion Tampon Laemmli.

Compuesto Concentracion
Glicerol 2%

DTT 20 mM
Tris pH 8.0 12,5 mM
SDS 0,4%
Bromofenol azul 0,04 mg/mL
2-Mercaptoetanol 2%

Agua ultrapura --

Seguidamente, se llevd a cabo la electroforesis en gel PRE-CAST con gradiente de
concentracién de poliacrilamida 4-20% (Criterion TGX, Precast Gels, Bio-Rad) en condiciones
reductoras y desnaturalizantes. La electroforesis se realizé utilizando un gel sumergido en tampdn
de electroforesis (Tabla 5) aplicando una corriente constante de 90 V hasta que el frente llegd al
gel separador (aproximadamente 20 minutos), en este momento se aumentod la corriente a 110 V
y se mantuvo durante cerca de 120 minutos. Al finalizar la electroforesis, las proteinas fueron
transferidas a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad) mediante un sistema de transferencia
semiseca a 25 V durante 30 minutos (TransBlot Turbo, Bio-Rad). Durante la transferencia, tanto la
membrana como el gel se mantuvieron embebidos en tampdn de transferencia comercial (Bio-Rad)

(Tabla 6).

Tabla 5. Composicion Tampadn de electroforesis.

Compuesto Concentracion
Tris pH 8,6 2,5mM
Glicina 19 mM
SDS 0,01%

Agua ultrapura --

Tabla 6. Composicion Tampdn de transferencia Transblot.

Compuesto Volumen (ml)
Buffer transfer 5x 200 ml
Agua ultrapura 600 ml
Etanol absoluto 200 ml
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La membrana se bloqued utilizando una solucién al 5% de leche en polvo desnatada
(Hacendado, Mercadona) en TBS-T (Tabla 7), durante 1 hora en agitacién a temperatura ambiente.
Posteriormente, la membrana se lavd en solucion TBS-T y se incubd durante toda la noche en una
solucién 5% de BSA en TBS-T con los anticuerpos primarios que se describen a continuacién: anti-
LC3 A/B (Cell Signaling, 4108) a una dilucién 1:1000, anti-p62 (Cell Signaling, 5114) a una dilucién
de 1:1000 y anti-a-tubulina (Sigma, T5168) a una dilucion de 1:5000.

Tabla 7. Composicién Tampon TBS-T.

Compuesto Concentracion
NaCl 150 mM
Tris 10 mM
Tween 20 0,05%

Agua ultrapura --

Después de la incubacién con el anticuerpo primario, la membrana se lavé con TBS-T tres
veces durante 10 minutos cada vez. A continuacion, se incubd con anticuerpos secundarios
conjugados a peroxidasa de rdbano en diluciéon 1:5000 en TBS-T mas 5% de leche durante 1 hora
en agitacion a temperatura ambiente (cabra anti-conejo (Bio-Rad, 1706515) y cabra anti-ratén
para tubulina (Bio-Rad, 1706516)). La membrana se reveld mediante la adicién de sustrato
guimioluminiscente (SuperSignal West Femto, Thermo Scientific). La sefial resultante se detectd
utilizando un transiluminador (Chemi Doc MP, Bio-Rad). Las imagenes tomadas por el
transiluminador se procesaron para su visualizacion con el software Imagelab (Bio-Rad) y la

cuantificacion se realizé con el software UN-SCAN-IT gel 6.1.

4.4, Inmunocitofluorescencia

Ambas lineas celulares MIN-6 y aTC1-9 fueron tratadas con bafilomicina Al. Transcurridas
6 horas del tratamiento con bafilomicina, las células se fijaron con paraformaldehido 4% durante
15 minutos a temperatura ambiente. Una vez fijadas las células se lavaron 3 veces con tampon
salino fosfato (TFS) (10 minutos por lavado) y se conservaron a 4 °C. Al dia siguiente, se
permeabilizaron con una solucién 0,3% Triton X-100 en TFS durante 5 minutos. A continuacion, se
retird el detergente y se llevaron a cabo 3 lavados con TFS (10 minutos por lavado). Las células se

bloquearon con tampon de bloqueo (Tabla 8) durante 1 hora en agitacidon a temperatura ambiente.
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Tabla 8. Composicion Tampon de bloqueo para ICF.

Compuesto Concentracion
BSA 5%
Suero de cabra 10%

TFS -

Se emplearon los anticuerpos primarios anti-LC3A/B (Cell Signaling, 4108) y anti-p62 (Cell
Signaling, 5114) en dilucién 1:250 en tampdn de bloqueo durante toda la noche en agitacién leve.
Al dia siguiente, se lavo el anticuerpo primario con TFS y se incubaron las placas con anticuerpo
primario anti-insulina (K36aC10, Abcam) a concentracion 1:500 en el caso de las células MIN-6 y
anti-glucagdn (66912, Santa Cruz Biotechnology) a concentracion 1:1000 en el caso de las células
aTC1-9 durante 1 hora a temperatura ambiente. Una vez retirado el anticuerpo primario, las placas
se incubaron con los anticuerpos secundarios: policlonal de cabra anti-ratén Alexa Fluor 546
(Invitrogen) y policlonal de cabra anti-rabbit 488 (Invitrogen) a concentracién 1:500 en tampdn de
bloqueo. Se mantuvo durante 1 hora en agitacién a temperatura ambiente. Finalmente, se lavo el
anticuerpo secundario y se tifieron los nucleos mediante incubacién con 10 pug/mL de sonda
Hoechst 33342 (Abcam) durante 10 minutos en agitacion a temperatura ambiente. A continuacion,
se lavaron las placas con TFS y se observd la fluorescencia celular en un microscopio confocal

LSM900 con Airyscan 2 (Zeiss-Vision, Munich, Germany).

4.5. Evaluacion de la viabilidad celular
Ambas lineas celulares (MIN-6 y aTC1-9) fueron pretratadas con IFNa durante 24 horas

(1000 U/ml) y posteriormente se trataron con bafilomicina A1 (100 nM), cloroquina (10 puM) y

rapamicina (50 nM) durante 16 h.

Tras el tratamiento, las células se incubaron con dos agentes intercalantes del ADN: las
sondas Hoechst 33342 (Abcam) y yoduro de propidio (PI, Abcam) se prepararon a la concentracién
stock de 1 mg/mL en TFS. Para las tinciones de las células MIN-6 y aTC1-9 se utilizé una
concentracioén final de 10 pug/mL para ambos reactivos. Después de la incubacion durante 15
minutos a 37 °C en medio de cultivo de cada linea celular, se retird la mitad del volumen de cada
pocillo y se sustituyé por medio fresco de cada linea celular. Posteriormente, se cuantificé la
viabilidad celular utilizando un microscopio de fluorescencia invertido (Zeiss Axiovert 200) acoplado

a un diodo laser (Zeiss Colibri 7).

Se evaluo el porcentaje de viabilidad celular mediante el contaje de células viables frente a
apoptoticas, en base a su diferente permeabilidad a las sondas Hoechst 33342 y PI. Las células
viables y apoptoticas tempranas conservan su membrana plasmatica intacta permitiendo que sdlo

la sonda Hoechst 33342 entre al ntcleo y lo tifia de color azul. En las etapas iniciales de la apoptosis,
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la cromatina se condensa y compacta, por lo que las células apoptdticas tempranas presentan un
nucleo con un color azul mas intenso y son facilmente reconocibles mediante esta técnica. Por otro
lado, las células apoptodticas tardias presentan una membrana comprometida, lo que permite la

entrada de la sonda PI al citoplasma, tifiendo los nucleos de color rojo (Figura 7).

Debido a las particularidades de esta técnica, se requiere realizar un conteo doble de los
pocillos por parte de dos investigadores distintos, uno de los cuales sea imparcial, es decir, que no
posea conocimiento previo sobre el contenido o tratamiento de los pocillos, asegurando un

recuento minimo de 600 células por pocillo.
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Figura 7. Esquema que ilustra el funcionamiento de la tincidn por Hoechst 33342 y yoduro de propidio (PI).
En las células viables el Hoechst 33342 tifie el nucleo de color azul, mientras que expulsan el PI. Las células
apoptodticas tempranas se distinguen por tener un nucleo condensado que muestra un tono de azul mas
intenso. Las células apoptdticas tardias pierden la impermeabilidad al Pl y éste tifie los nucleos de color rojo.

4.6. Analisis estadistico
Los resultados que se presentan en este trabajo se muestran como media + SEM, indicando

con puntos los valores individuales de cada experimento. Los resultados de los experimentos fueron
analizados y graficados mediante el software GraphPad Prism 8.0. Las comparaciones entre grupos
se realizaron con test paramétricos cuando los datos se ajustaban a una distribucién normal y
mediante test no paramétricos cuando no se ajustaban a la misma. Los testes utilizados fueron t-
test y two-way ANOVA para la comparacion de grupos, tal y como se indica en los pies de figura. Se

considerd un valor de p < 0.05 como estadisticamente significativo.
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5. RESULTADOS

5.1. Estudio del flujo autofagico
Como la autofagia es un proceso muy dindamico, es por ello que se deben realizar estudios

de cambios en flujo autofagico para evaluar la autofagia. Para medir la autofagia se debe tener
precaucion al utilizar el término "estado estacionario", ya que describe el rango de referencia del
flujo autofagico en un sistema que no esta sometido a perturbaciones especificas que puedan
aumentar o disminuir dicho flujo, lo que implicaria que el nivel de autofagosomas no cambia a lo
largo del tiempo y que el flujo a través del sistema es constante. El flujo autofagico comprende todo
el proceso de autofagia, desde el secuestro de la carga en el autofagosoma, hasta la entrega de la
carga a los lisosomas y su posterior descomposicion y liberacion de macromoléculas de regreso al
citosol. Es esencial monitorear de manera dindmica los sustratos autofagicos con el tiempo para
confirmar su llegada a los lisosomas y comprobar si se ha llevado a cabo su degradacién o no. Un
método para estimar el flujo autofagico consiste en medir la expresiéon de LC3-1 y LC3-Il y

SQSTM1/p62 como marcadores de autofagia (Klionsky et al., 2016) (Figura 8).
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mTORC1
—L s Maduracién Autofagosoma
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({:. — _ p62 —_—
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Figura 8. Representacion esquematica del proceso de autofagia y los efectos de los compuestos
farmacoldgicos: bafilomicina Al, cloroquina y rapamicina sobre el flujo autofagico. La rapamicina inhibe
mTORC1, un regulador negativo de la autofagia. Esto conduce a un aumento en los niveles de LC3-Il y una
disminucién en los niveles de p62, indicando una mayor actividad autofagica.La cloroquina inhibe la fusién
del autofagosoma con el lisosoma, bloqueando la degradaciéon del contenido autofagico. Como resultado, se
observa un aumento en los niveles de LC3-ll y p62.La bafilomicina Al es un inhibidor de la V-ATPasa, que
impide la acidificacién del lisosoma y la degradacién lisosémica del contenido autofagico. Esto resulta en un
incremento de los niveles de LC3-1l y p62. Figura realizada con Biorender. Adaptada a partir de Chicote et al.,
2020.
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Por un lado, la medicidn de LC3-Il se ha considerado como el marcador de autofagosomas
por excelencia. Como se ha descrito en el apartado 2.3.2, LC3 se sintetiza como un precursor que
es procesado para generar LC3-l, la forma citosdlica. Durante la formacion de autofagosomas, la
adicion de fosfatidiletanolamina a LC3-1 genera LC3-ll, que se asocia a la membrana de los
autofagosomas. Por este motivo, se utiliza como un indicador directo de la formacion de

autofagosomas. Se debe tener en cuenta que el LC3-Il se puede acumular en dos situaciones:

¢ Aumento en la formacion de autofagosomas: En condiciones donde hay una induccion de
la autofagia, como en respuesta a la privacién de nutrientes o estrés celular, se puede
observar un incremento en la conversion de LC3-1 a LC3-Il. Esto resulta en una acumulacién
de LC3-Il en las membranas de los autofagosomas, reflejando una mayor formacion de
estos organulos.

e Bloqueo en la degradacion de autofagosomas: La acumulacidon de LC3 también puede
ocurrir cuando hay una inhibicién en la fusidn de los autofagosomas con los lisosomas o la
degradacion del contenido autofagico dentro de los autolisosomas. Esto puede suceder
debido a disfunciones lisosomales o inhibicion de la fusién autofagosoma-lisosoma. En este
caso, aunque se formen autofagosomas, no se degradan adecuadamente, lo que lleva a

una acumulacion de LC3-1l en las células.

Estas dos situaciones resaltan la importancia de considerar tanto la formacién de
autofagosomas como la eficiencia del flujo autofagico completo al interpretar los niveles de LC3 en

estudios de autofagia (Klionsky et al., 2016; Lambelet et al., 2018).

Por otro lado, un método para evaluar el flujo autofagico es medir la tasa general de
degradacion de p62. La cantidad de p62 disminuye cuando la autofagia es activa, ya que es
consumido y degradado en los lisosomas. Por lo tanto, un aumento en p62 puede indicar una
deficiencia en el flujo autofagico, mientras que una disminucién sugiere un flujo autofagico activo

(Ichimura et al., 2008).

Para estudiar con precisiéon la amplitud del flujo autofagico, el recambio de estas proteinas
debe bloquearse artificialmente. El parametro relevante en los ensayos de LC3 es la diferencia en
la cantidad de LC3-ll en presencia y ausencia de inhibidores lisosomales, que suele medirse
mediante Western blot. Los inhibidores lisosomales que se han utilizado en este Trabajo de Fin de
Master son bafilomicina Al y cloroquina, los cuales inhiben la acidificacién de los autolisosomas.
Ambos compuestos bloquean la fusidon autofagosoma-lisosoma y como consecuencia, inhiben la
actividad de las hidrolasas del lisosoma (Chicote et al., 2020; Kim et al., 2011; Mauthe et al., 2018;
Pasquier, 2016) (Figura 8).
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La bafilomicina Al es un es un inhibidor potente y especifico de las H*-ATPasas de tipo
vacuolar (V-ATPasas). Las V-ATPasas lisosomales estan involucradas en la acidificacién lisosomal ya
que se encargan de establecer el pH del lumen, lo que permite la correcta actividad de las enzimas
hidroliticas lisosomales y en ultima instancia la degradacién de la carga. Por tanto, al bloquear la
actividad de la V-ATPasa se bloquea la fusién autofagosoma-lisosoma. La cloroquina es un miembro
de la familia de las quinolonas que actla como un agente intercalante débil. Cuando se someten a
un pH neutro, la cloroquina es una base débil que, al no estar cargada, difunde por la membrana
plasmatica libremente. Por el contrario, al someterse a un pH acido en los lisosomas, se protona y
se queda atrapada, lo que aumenta el pH lisosomal. En ambos casos, las células no pueden
someterse a la digestion lisosomal y esto provoca que los organulos y las vesiculas organicas se
acumulen. De este modo, la bafilomicina Al y la cloroquina provocan la acumulacion de LC3 y p62,

impidiendo asi la degradacién del contenido autofagico (Pasquier, 2016).

Con relacién a la rapamicina, se ha establecido como un activador de la autofagia que actua
inhibiendo especificamente la sefializacién por la via mTORC1, la cual desempefia un papel central
en la inhibicién de la autofagia. La inhibicion de mTORC1 por la rapamicina inhibe la represion sobre
el complejo ULK1, que es esencial para la iniciacidn de la autofagia. Por tanto, la activacion de la
autofagia por la rapamicina conduce a un aumento en la formacion de autofagosomas, lo cual
puede observarse a través del aumento de los niveles de LC3-Il. Ademas, la rapamicina puede
conducir a una reduccién de los niveles de p62, ya que la activacion de la autofagia promueve la

degradacion de este receptor de carga en los lisosomas (Chicote et al., 2020) (Figura 8).

Para evaluar la eficacia de dichos compuestos, se trataron células aTC1-9 y MIN-6 con
bafilomicina A1 (100 nM), cloroquina (10 uM) y rapamicina (50 nM) durante 24 horas, como control
se afadio el Vehiculo en el que estaban disueltas (DMSO). De este modo, se analizaron las proteinas
LC3-I (16—18 kDa), LC3-1l (14-16 kDa) y p62 (62 kDa) por Western blot (Figura 9). Tal y como se
habia descrito previamente para otros modelos, en células a y B pancredticas se obtuvo un
aumento de las proteinas LC3-Il y p62 en el tratamiento con los inhibidores bafilomicina Al y
cloroquina en ambas lineas celulares, indicando un bloqueo en el flujo autofagico. Cabe destacar
gue se observé un aumento mayor con el tratamiento con bafilomicina cuando lo comparamos con
el tratamiento con cloroquina (ambos bloqueadores del flujo autofagico), especialmente en las
células aTC1-9. Curiosamente, el tratamiento con cloroquina no aumenté la expresion de LC3-Il en
células MIN-6 (Figura 9B). Con respecto al tratamiento con rapamicina, éste no tuvo un claro efecto
sobre la expresion de LC3, pero si disminuyd notablemente los niveles de p62, indicando una

degradacion mayor de esta proteina debido al estimulo de la autofagia (Figura 9).
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Figura 9. Expresidon de marcadores del flujo autofagico en células aTC1-9 y MIN-6. Las células aTC1-9 (A) y
MIN-6 (B) fueron tratadas con bafilomicina Al (Baf A1; 100 nM), cloroquina (CQ; 10 uM) y rapamicina (Rapa;
50 nM) durante 24 horas, al control se le afiadié el vehiculo en el que estaban disueltos los compuestos
(DMSO). Se evaluaron las proteinas LC3-I (16-18 kDa), LC3-1l (14-16 kDa), p62 (62 kDa) y tubulina (55kDa). Se
muestran imagenes representativas de 3 experimentos independientes. Como control de carga se usé la a-
Tubulina (55kDa).

1akpa LC3-II

5.2.  El tratamiento con IFNa no indujo diferencias adicionales al co-tratarse con
moduladores de la autofagia en MIN-6 y aTC1-9

Para el estudio del efecto del IFNa sobre el flujo autofagico, las lineas MIN-6 y aTC1-9 se
trataron con bafilomicina A1, cloroquina y rapamicina en la ausencia o presencia de IFNa (1000
U/ml). Estos tratamientos fueron realizados simultaneamente y recogidos tras 0, 2, 4 y 8 h de

exposicion (Figura 10).

%I'
to nt o IFNa

' Tratamientos (BafA1, CQ, Rapa) “

western blot

t ts ts

Figura 10. Disefio experimental para el estudio del flujo autofagico tras el co-tratamiento de IFNa y
moduladores del flujo autofagico. En el esquema se muestra el tiempo de co-tratamiento (to), asi como los
tiempos a los cuales seran recogidos los extractos celulares 0, 2, 4 y 8 horas (to-ts). Las diferentes proteinas
se midieron mediante western blot.
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En ausencia de moduladores de autofagia (vehiculo, DMSO), en las células aTC1-9 (Figura
11A) se observé un mayor aumento de las bandas LC3-Il y p62 a partir de 4 horas tanto en las
condiciones sin y con tratamiento con IFNa que en las células B (MIN-6). En las células MIN-6 (Figura
11 B), se observé que la banda LC3-Il a las 0 y 2 horas en la condicidn sin tratamiento era mayor
gue las células tratadas con IFNa, sin embargo, en ambos casos su expresion fue disminuyendo con
el tiempo. En la condicién del tratamiento con IFNa, la expresion de p62 se mantuvo constante en

cada una de las condiciones.

A aTC1-9 B MIN-6
NT IFN-a NT IFN-a
DMSO(h) - ) 4 8 . 4 8 DMsO(h) - 2 4 8 - 2 4 8
LC3-l s s — 160 O p———
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pe | W e S - e
oo, P00 [ -

Tubulina

- . --.m;m

--..- —-— -isoko Tubuiina
cl

Figura 11. Cambios en LC3 I/1l y p62 inducidos por IFNa.Western blot representativo de células aTC1-9 (A) y
MIN-6 (B) tratadas con IFNa (1000 U/ml) tras Oh, 2h, 4h, 8h. La expresidn de las proteinas LC3-I (16-18 kDa),
LC3-1l (14-16 kDa), y p62 (62 kDa) se midié mediante western blot; se muestran imagenes representativas de
3 experimentos independientes. Como control de carga se usé la a-Tubulina (55kDa).
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Figura 12. La aplicacién conjunta de cada uno de los farmacos bafilomicina Al, cloroquina y rapamicina con
IFNa no provocé una alteracién del flujo autofagico en aTC1-9 y en MIN-6. Western blot representativo de
células aTC1-9 (A, C, E) y células MIN-6 (B,D,F) tratadas con Baf A1 (100 nM) (A,B), CQ (10 uM) (C,D) y Rapa
(50 nM) (E,F) en combinacion o no (NT) con IFNa (1000 U/ml) tras O, 2, 4 y 8h. Se midié la expresion de
proteinas: LC3-1 (16-18 kDa), LC3-Il (14-16 kDa), y p62 (62 kDa) mediante western blot; se muestran imagenes
representativas de 3 experimentos independientes. Como control de carga se usé la a-Tubulina (55kDa).

Tanto las células aTC1-9 (Figura 12A) como en las células MIN-6 (Figura 12B) tratadas con
bafilomicina A1, aumentaron las proteinas de LC3-Il y p62 hasta los mismos niveles, con o sin IFNa.
Por otro lado, el tratamiento con cloroquina, también inhibidor del flujo autofagico, produjo efectos
diferentes dependiendo del tipo celular. En células aTC1-9 (Figura 12C) la cloroquina produjo un
ligero aumento de la proteina LC3-Il acompainada de una disminucion de la proteina LC3-I tras 4
horas de tratamiento, sin cambios en la proteina p62, con y sin tratamiento con IFNa. Sin embargo,
en células MIN-6 (Figura 12D) la cloroquina tuvo un efecto incluso mayor que la bafilomicina

bloqueando el flujo autofagico, obteniendo niveles mayores de LC3-1l y p62 aunque sin diferencias
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debidas al IFNa.. No obstante, el tratamiento con rapamicina (Figura 12E y 12F), tratamiento que
acelera el flujo autofagico, produjo un aumento de la degradacion de p62 en ambos tipos celulares.
Este aumento de la degradacién fue mas evidente en la linea celular aTC1-9 que en la linea de
células B MIN-6. No se observé aumento de la proteina LC3-1l en ninguno de los tipos celulares, en
todo caso se observa una disminucién no significativa de la proteina, sin diferencias relacionadas al

tratamiento con IFNa..

Como conclusidn de esta parte podemos decir que, cuando el tratamiento con IFNa fue
anadido al medio al mismo tiempo que los moduladores de la autofagia, no hubo diferencias

significativas relacionadas con el tratamiento con IFNa.

5.3. ElIFNa provoca un bloqueo en el flujo autofagico en aTC1-9 pero no en MIN-
6

En este punto del trabajo se decidio realizar un pre-tratamiento (24 h) con IFNa para dejar
gue la citoquina haga sus efectos, principalmente efectos transcripcionales, en ambas lineas
celulares y posteriormente se trataron con los compuestos moduladores de la autofagia

bafilomicina A1, cloroquina y rapamicina (Figura 13).

nt o IFNa nt o IFNa

//
/4 Tratamientos (BafA1, CQ, Rapa) > = ‘ |
\ \ western blot
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Figura 13. Disefio experimental para el estudio del flujo autofagico tras el pre-tratamiento con IFNa
durante 24 h y el posterior co-tratamiento en presencia o ausencia de IFNa y moduladores del flujo
autofagico. En el esquema se muestra el tiempo de pre-tratamiento (t.,4) y co-tratamiento (to), asi como los
tiempos a los cuales seran recogidos los extractos celulares 0, 2, 4 y 8 horas (to-ts). Las diferentes proteinas
se midieron mediante western blot.

tos

Las lineas MIN-6 y aTC1-9 fueron pre-tratadas con IFNa (1000 U/ml) durante 24 horas. Tras
el pre-tratamiento las células se trataron con bafilomicina Al, cloroquina y rapamicina en la
ausencia o presencia de IFNa (1000 U/ml). Estos tratamientos fueron realizados simultdneamente

y recogidos tras 0, 2, 4 y 8 h de exposicién (Figura 13).
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En células a-TC19, observamos que el tratamiento con IFNa disminuyd la expresidn tanto
de LC3-Il como de p62 a partir de las 4 h de tratamiento (Figura 14A). Esta disminucidon inducida
por IFNa es mas clara tras la normalizacidn de la expresion de LC3-Il con respecto a tubulina (Figura
14B). De manera similar, también se observa una menor expresidon de p62 en células tratadas con
IFNa con respecto al control, aunque no se aprecia una disminucién significativa (Figura 14C). En el
caso de la linea celular MIN-6 no se observan apenas diferencias en la expresion de LC3-Il y de p62
en el tratamiento con IFNa con respecto a la condicidn control (Figura 14D-F). Por tanto, estos
hallazgos sugieren que el IFNa induce un bloqueo en la autofagia en células a, pero este efecto no

es tan evidente en células B pancreaticas.
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Figura 14. Efecto del IFNa sobre las proteinas LC3-I/Il y p62 en aTC1-9 y MIN-6. Células aTC1-9 (A,B,C) y
MIN-6 (D,E,F) fueron pre-tratadas con IFNa (1000 U/ml, rojo) o no (NT, negro) durante 24 h y posteriormente
fueron tratadas conjuntamente con IFNa (1000 U/ml) o vehiculo (DMSO) durante 8 h adicionales. Las
muestras se recolectaron en los tiempos indicados en la figura (0, 2, 4 y 8 horas). Imagen de Western blot
representativa de células aTC1-9 (A) y MIN-6 (D). En la grafica se muestra los resultados de la cuantificacion
de las proteinas LC3-Il (14-16 kDa) y p62 (62 kDa) y area bajo la curva (AUC) de dichos graficos en aTC1-9 (B
y C) y en MIN-6 (E y F). Los valores se nomalizaron por el control de carga, a-Tubulina (55kDa). Los graficos
muestran la media + SEM de cuatro experimentos independientes.
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Seguidamente, se comparod el efecto del pre-tratamiento con IFNa y el bloqueo del flujo
autofagico con bafilomicina A1 (Figura 15). El tratamiento con bafilomicina llevé a la acumulacidn
tanto de LC3-1l como de p62 (Figuras 15A y D). Este incremento en la expresidn de las proteinas
LC3-1l como de p62 se redujo si las células habian estado expuestas al pre-tratamiento con IFNa en
la linea células a-TC19 (Figura 15A, B y C). Sin embargo, aunque hay una disminucién de
aproximadamente un 40% en la expresion de p62 en las células a tratadas con IFNa cuando
comparadas a las células control (NT), estas diferencias no llegaron a ser significativas (Figura 15C).
Por otro lado, no se apreciaron diferencias en la linea celular MIN-6 bajo las mismas condiciones,

como se puede observar en las Figuras 15D-F.
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Figura 15. Efecto del pre-tratamiento con IFNa y el bloqueo de la autofagia con bafilomicina Al sobre las
proteinas LC3-1/1l y p62 en aTC1-9 y MIN-6. Células aTC1-9 (A,B,C) y MIN-6 (D,E,F) fueron pre-tratadas con
IFNa (1000 U/ml, rojo) o no (NT, negro) durante 24 h y posteriormente fueron tratadas con bafilomicina Al
(100 nM) y conjuntamente con IFNa (1000 U/ml) o vehiculo (DMSO) durante 8 h adicionales. Las muestras se
recolectaron en los tiempos indicados en la figura (0, 2, 4 y 8 horas). Imagen de Western blot representativa
de células aTC1-9 (A) y MIN-6 (D). En la grafica se muestra los resultados de la cuantificacién de las proteinas
LC3-Il (14-16 kDa) y p62 (62 kDa) y area bajo la curva (AUC) de dichos graficos en aTC1-9 (By C) y en MIN-6
(Ey F). Los valores se nomalizaron por el control de carga, a-Tubulina (55kDa). Los graficos muestran la media
+ SEM de cuatro experimentos independientes. *p<0,05 t-test IFNa vs. Vehiculo ambos tratados con
bafilomicina Al.
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Tras el tratamiento con cloroquina en ausencia de IFNa, se observé una acumulacién de
LC3-Il y de p62 en ambas lineas celulares (Figuras 16A y D). Asi como en el tratamiento con
bafilomicina A1, las células a-TC19 tratadas con IFNa presentaron una disminucion de LC3-1l con
respecto a la condicién control. Sin embargo, a pesar de la reduccion de un 50% en la expresiéon de
LC3-11, estas diferencias no llegaron a alcanzar significancia estadistica, probablemente por la gran
dispersién existente entre los diferentes experimentos (Figuras 16B). Ademas, a diferencia del
tratamiento con bafilomicina Al, no se observaron diferencias en la expresion de p62 (Figura 16C).
A su vez, en la linea celular MIN-6 no se apreciaron diferencias en la acumulacién de las proteinas

LC3-Il y de p62 relacionadas con el tratamiento con IFNa (Figura 14E y F).
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Figura 16. Efecto del pre-tratamiento con IFNa y el bloqueo de la autofagia con cloroquina sobre las
proteinas LC3-1/1l y p62 en aTC1-9 y MIN-6. Células aTC1-9 (A,B,C) y MIN-6 (D,E,F) fueron pre-tratadas con
IFNa (1000 U/ml, rojo) o no (NT, negro) durante 24 h y posteriormente fueron tratadas con cloroquina (10
UM) conjuntamente con IFNa (1000 U/ml) o vehiculo (DMSO) durante 8 h adicionales. Las muestras se
recolectaron en los tiempos indicados en la figura (0, 2, 4 y 8 horas). Imagen de Western blot representativa
de células aTC1-9 (A) y MIN-6 (D). En la grafica se muestra los resultados de la cuantificacién de las proteinas
LC3-Il (14-16 kDa) y p62 (62 kDa) y area bajo la curva (AUC) de dichos graficos en aTC1-9 (B y C) y en MIN-6
(Ey F). Los valores se nomalizaron por el control de carga, a-Tubulina (55kDa). Los graficos muestran la media
+ SEM de cuatro experimentos independientes.
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Por ultimo, las células fueron tratadas con rapamicina, inhibidor de mTOR que produce una
aceleracién del flujo autofagico. Esta aceleracidn, tal y como se ha mencionado al inicio de los
resultados, deberia llevar a mayor expresién de la proteina LC3-1l y a una mayor degradacién de
p62 (Figura 17A y D). En células a-TC19, el tratamiento con IFNa disminuyd la expresién de LC3-Il y
p62 a todos los tiempos testados si lo comparamos con el mismo tipo celular tratado con
rapamicina pero sin exposicion a IFNa, lo que sugiere que el IFNa produce una ralentizacion del
flujo autofagico en a-TC19 (Figura 17A, B y C). Sin embargo, no se apreciaron diferencias

significativas en la linea celular MIN-6 bajo las mismas condiciones (Figura 17D, E y F).
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Figura 17. Efecto del pre-tratamiento con IFNa en la aceleracién de la autofagia con rapamicina en aTC1-9
y MIN-6. Células aTC1-9 (A,B,C) y MIN-6 (D,E,F) fueron pre-tratadas con IFNa (1000 U/ml, rojo) o no (NT,
negro) durante 24 h y posteriormente fueron tratadas con rapamicina (50 nM) conjuntamente con IFNa (1000
U/ml) o vehiculo (DMSO) durante 8 h adicionales. Las muestras se recolectaron en los tiempos indicados en
la figura (0, 2, 4 y 8 horas). Imagen de Western blot representativa de células aTC1-9 (A) y MIN-6 (D). En la
grafica se muestra los resultados de la cuantificacidn de las proteinas LC3-Il (14-16 kDa) y p62 (62 kDa) y area
bajo la curva (AUC) de dichos graficos en aTC1-9 (B y C) y en MIN-6 (E y F). Los valores se nomalizaron por el
control de carga, a-Tubulina (55kDa). Los graficos muestran la media + SEM de cuatro experimentos
independientes. *p<0,05 t-test IFNa vs. Vehiculo ambos tratados con rapamicina.
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5.4. ElIFNa disminuyé la acumulacién de LC3 en aTC1-9 pero no en MIN-6

Después de haber evaluado los efectos del IFNa sobre la expresion de LC3 en las células
MIN-6 y aTC1-9 sometidas al tratamiento con bafilomicina A1 mediante western blot, se decidid
confirmar los resultados y estudiar la localizacion subcelular de esta proteina mediante

inmunofluorescencia (ICF) bajo las mismas condiciones (Figura 18).

El ensayo de ICF reveld que, tanto en la ausencia como en la presencia de bafilomicina A1,
el tratamiento del IFNa disminuyd la acumulacion de LC3 en comparacidn con la situacién control.
La bafilomicina produjo un aumento en la expresion de LC3 en células a no tratadas con IFNa
(Figura 18A). En cambio, en la linea celular MIN-6, no se aprecia una diferencia en la acumulacidn
de LC3 tras el tratamiento de IFNa con o sin combinacién con bafilomicina Al con respecto a las
condiciones control. La bafilomicina aumenté los niveles de LC3 en MIN-6 (Figura 18B). Cabe
destacar que en células aTC1-9 que expresaron altas cantidades de LC3 disminuyeron la expresion
de la hormona glucagén. Por otro lado, en células MIN-6 el aumento de la expresidn de la proteina
LC3 no correlaciond con una disminucion de la expresiéon de insulina, y ambas proteinas tienen un
patrdn similar de expresion, lo que podria indicar la co-expresidon de ambas proteinas en este tipo

celular.
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Figura 18. Expresion de LC3 en células aTC1-9 y MIN-6 tratadas con bafilomicina Al y expuestas a IFNo.
Células aTC1-9 (a) y MIN-6 (B) fueron pre-tratadas con IFNa (1000U/ml) o no (control) durante 24 horas. Al
dia siguiente las células fueron tratadas con vehiculo (DMSO) o bafilomicina A1 (100 nM) en la ausencia o
presencia de IFNa (1000 U/ml). Los nucleos se visualizaron mediante tincién Hoechst (azul), la proteina LC3
(rojo) y el glucagdn (verde, A) y la insulina (verde, B).

5.5. Estudio del efecto la modulacion de la autofagia tras la exposicion a IFNa en
la viabilidad celular de células aTC1-9 y MIN-6

Para investigar si el IFNa. en combinacion con la modulacién de la autofagia afectaba a la
viabilidad celular en las lineas celulares aTC1-9 y MIN-6, se pre-trataron ambas lineas celulares con
IFNa durante 24 horas y posteriormente se trataron con bafilomicina A1 (100 nM), cloroquina (10
UM) y rapamicina (50 nM), en presencia o ausencia de IFNa, durante 16 h. La viabilidad celular se

evalud con las sondas fluorescentes Hoechst (HO) y ioduro de propidio (Pl).

En células a pancredticas en ausencia de IFNa, la inhibiciéon del flujo autofagico con
bafilomicina Al y cloroquina aumentd la apoptosis celular de 6,1+ 0,4 % (Veh) a 8,7 + 0,9 % (BafA1l)
y 9,2 £ 1,0 % (CQ), respectivamente. El aumento del flujo autofagico, con rapamicina, fue el
tratamiento que mas aumento la apoptosis en ausencia de IFNa (11,9 £ 0,2 %) en células aTC1-9

(Figura 19A). El incremento en la apoptosis basal, se vio reflejado en un incremento significativo en
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la apoptosis tras la exposicion al IFNa. con todos los tratamientos, de 17,6 + 0,6 % (IFNa) a 21,4 +

1,1 % (BafAl), 22,7+ 0,6 % (CQ) y 22,2 £ 0,2 % (Rapa), respectivamente (Figura 19A).

En cambio, las células B pancreaticas mostraron un perfil de apoptosis muy diferente. Por
un lado, la inhibicidn del flujo autofagico mediante la exposicidén a bafilomicina Al incrementé la
apoptosis con respecto al vehiculo en ausencia de IFNa, de 5,1 £ 0,9 % (Veh) a 10,7 £ 0,7 % (BafA1l).
Mientras que aquellas que fueron pre-tratadas con IFNa incrementaron la apoptosis de 13,3 £0,6
% (Veh) a 19,1 £ 0,4 % (BafAl) (Figura 19B). Por otro lado, las células MIN-6 fueron especialmente
sensibles al tratamiento con cloroquina, provocando el 100% de apoptosis independientemente de
la presencia o no de IFNa.. La estimulacién de la autofagia con rapamicina en condiciones basales
aumentd, de forma no estadisticamente significativa la apoptosis celular (5,1 + 0,9 % (Veh) y 10,3
+ 1,3 % (Rapa)), por otro lado, en células expuestas a IFNa la apoptosis se redujo por debajo de los

niveles basales, rapamicina no expuestas a IFNo. (8,6 2,4 %) (Figura 19B).
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Figura 19. Efectos del IFNa en la modulacién de la autofagia en la viabilidad de células aTC1-9 y MIN-6.
Celulas aTC1-9 (A) y MIN-6 (B) fueron pretratadas durante 24 h con IFNa (1000 U/ml). Al dia siguiente fueron
tratadas con vehiculo (DMSO), Baf A1 (100 nM), CQ (10 pM) y Rapa (50 nM) (barras negras) o en combinacién
con IFNa (barras rojas) durante 16 horas. Los resultados son medias + SEM de cuatro experimentos
independientes. ***p<0,001 IFNa vs. NT en cada uso de los tratamientos; # p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001
tratamientos vs. Veh; & p<0,05, && p<0,01, &&& p<0,001 tratamientos vs. IFNo.. One-way ANOVA.

Como conclusién de esta parte, podemos decir que el bloqueo de la autofagia disminuye la
viabilidad de las células a y B, tanto en presencia como en ausencia de IFNa, mientras que la
estimulacién de la autofagia aumentd la apoptosis de células no expuestas a IFNo. en ambos tipos

celulares, pero protegio a las células B frente a la apoptosis inducida por IFNa.
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6. DISCUSION

En la DT1, enfermedad que se aborda en este TFM se ha descrito que la liberacion de
citoquinas y quimioquinas desencadenan una cascada de eventos inmunitarios que resultan en la
destrucciéon de las células B. Cuando el sistema inmunitario detecta la presencia de un
desencadenante, como una infeccion viral, estas moléculas se liberan en el entorno pancreatico. Se
ha evidenciado que los IFN-I, citoquinas determinantes en las respuestas inmunes tanto innatas
como adaptativas, actian como un nexo clave entre los factores genéticos y ambientales que
desencadenan la DT1. Dentro de este tipo de IFN, se ha descrito que el IFNa esta implicado en las
primeras etapas de la DT1 y que sus vias de sefalizacidn estan implicadas en la induccion de estrés
en el RE, la insulitis y la hiperexpresion del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) clase |
y cambios postranscripcionales asi como postraduccionales, causas que facilitan el reconocimiento
autoinmune por las células T CD8* (Eizirik & Colli, 2020; Marroqui et al., 2021). Sin embargo, los
detalles precisos de cédmo estos factores desencadenan la apoptosis no estdan completamente
claros. Uno de los principales contribuyentes a la disfuncidn y apoptosis de las células B es el estrés
del RE. Distintas investigaciones apuntan que la autofagia se potencia como una via de sefializacién
en respuesta al estrés del RE (Quan, Lim, et al., 2012; Yin et al., 2012). Este proceso es de gran
importancia para la eliminacidon de proteinas y organulos dafiados, asi como para la respuesta
celular al estrés y la conservacién de la energia. En el contexto de la DT1, estudios anteriores han
descrito evidencias de alteracion del flujo autofagico en islotes de ratones diabéticos no obesos
(NOD), describiendo la existencia de un deterioro en el paso final de degradacién autofagica
evidenciado por una disminucidn en la co-localizacion de LC3 y LAMP1 (los cuales son marcadores
respectivos de autofagosoma y lisosoma) en ratones NOD (Muralidharan et al., 2021). El aumento
de autofagosomas en células B de donantes con autoanticuerpos positivos, sugiere que el deterioro
de la autofagia podria ocurrir antes del desarrollo clinico de la enfermedad (y por lo tanto aparicién
de la hiperglicemia), y que este deterioro puede ser debido a una disfuncién lisosémica
(Muralidharan et al., 2021). Sin embargo, los estudios actuales no aclaran completamente si el
deterioro de la autofagia es una causa o una consecuencia de la hiperglucemia. Como consecuencia,
en los ultimos afios el proceso de autofagia ha generado un gran interés en el ambito cientifico y se
ha postulado como un objetivo prometedor para desarrollar terapias que no solo preserven la
funcidn de las células B, sino que también modulen la respuesta inmunitaria para prevenir el ataque

autoinmune en la DT1 (Prasad et al., 2023).

45



Trabajo Fin de Master Maria Martinez Cuenca

El objetivo principal de este trabajo ha sido investigar el papel de la autofagia tras la
exposiciéon a IFNa tanto en células B como en células a pancredticas, para ello se utilizaron las lineas
celulares de ratéon MIN-6 y aTC1-9, respectivamente. Esta citoquina esta implicada en las primeras
etapas de la DT1 y se ha descrito que actla estimulando la autofagia en lineas cancerosas como
Daudi (células B de linfoma humano), Hela (células epiteliales de cancer cervical humano), MDA-

MB-231 (células de carcinoma mamario humano), entre otras (Schmeisser et al., 2014).

En base a los resultados preliminares del andlisis de RNA-seq en el que se analizaron
distintos genes implicados en las etapas de autofagia que eran expresados en células a y B
pancreaticas de islotes de ratén no tratados y tratados con IFNa durante 24 horas (Figura 6), se
pudo comprobar una expresion diferencial de estos genes entre células ay B al someter a los islotes
al tratamiento o no con IFNaq, sugiriendo diferentes adaptaciones de la autofagia a esta citoquina
en estos dos tipos celulares. En la etapa de iniciacion, observamos una disminucion en la expresion
de Ulk1 entre células a y B y una disminucién de Ulk2 entre células a sin tratar y tratadas con IFNa.
Los genes Ulkl y Ulk2 estan implicados en la iniciacion de la autofagia. La disminucién en su
expresion sugiere una regulacion a la baja del proceso autofagico, lo que podria estar relacionado
con la respuesta al estrés inducido por el tratamiento con IFNa (Figura 6, datos no publicados). Las
diferencias observadas entre células a y B podrian indicar diferente susceptibilidad y regulacién de
la autofagia por estas células. También se vieron diferencias significativas en genes relacionados
con la nucleacion (Atg14 y Wipil) y en la etapa de elongacion (Atg12) entre células a y B tratadas,
o no, con IFNa. Estas diferencias observadas, entre los dos tipos celulares, en todas las etapas de la
autofagia tras el tratamiento con IFNa nos llevé a profundizar en el efecto de esta citoquina sobre

el flujo autofagico en células a y B del pancreas.

Esto nos llevd a investigar de qué manera el IFNa actuaba regulando la expresién diferencial
de estos genes y como una gestion diferencial de la autofagia entre células a y B podria afectar en
los primeros estadios de la enfermedad, lo que podria explicar por qué las células a sobreviven

mientras las células 3 perecen en el desarrollo de la DT1 (Eizirik et al., 2023; Martinez et al., 2021).

El efecto de la combinacion de las citoquinas IL-1B y el IFN-y en el flujo autofagico fue
descrito en 2018 por Lambelet et al, donde encontraron que estas citoquinas estimulan los
primeros pasos de la autofagia en células INS-1E, una linea celular de células B de rata, ya que
activan la via AMPK-ULK-1 e inhiben mTORC1. Sin embargo, bloquean aguas abajo el flujo
autofagico, lo que potencia el estrés del RE (Lambelet et al., 2018). Otro estudio publicado en
Bioarxiv, evidencié un deterioro en el flujo autofagico inducido por IFNa en ratones NOD hembras

prediabéticos (Melnyk et al., 2023). No obstante, ninguno de estos trabajos estudia como afecta la
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autofagia a las células a. Estudiar la autofagia en células a es de gran relevancia, ya que a diferencia
de las células B, las células a sobreviven durante el desarrollo de la DT1, aunque ambos tipos
celulares son disfuncionales (Eizirik et al., 2023). En este TFM, se ha estudiado como cambios
diferenciales en el flujo autofagico inducidos por IFNo podria afectar a la funcién y supervivencia

de las células a y B pancreaticas.

El primer paso fue estudiar el flujo autofagico entre ambos tipos celulares mediante el uso
de los compuestos moduladores del flujo autofagico, ya sean inhibidores del flujo (bafilomicina y
cloroquina) o activadores del flujo autofagico (rapamicina) (Chicote et al., 2020). Tal como se
muestra en la Figura 9, el tratamiento bafilomicina Al durante 24 horas bloque¢ el flujo autofagico
en células aTC1-9 y MIN-6, como se evidencia por la acumulaciéon de la proteina LC3-Il en
comparacion con tubulina y la acumulacion de p62, tal y como se muestra en otros tipos celulares
como MG63 (linea celular de osteosarcoma) (Xie et al.,, 2014) y HT-29 (linea celular de
adenocarcinoma de colon humano) (Wu et al., 2009). Con respecto al tratamiento con cloroquina,
un segundo inhibidor del flujo autofagico, este induce la acumulacién de LC3-ll y p62 de manera
similar a la bafilomicina A1, resultados que fueron coherentes con los observados en las células
aTC1-9. Sin embargo, el tratamiento con cloroquina no aumenté la expresion de LC3-Il en células
MIN-6. El tratamiento de estos compuestos durante 24 horas puede no ser concluyente, ya que
como han expuesto por otros autores en células HEK293 (células derivadas de rifidn embrionario
humano) (Sarkar et al., 2009), la duracién del tratamiento con los inhibidores de la autofagia
bafilomicina Al o cloroquina debe estar comprendida entre 1 y 4 horas para obtener datos mas
fiables, ya que la exposicién prolongada a estos inhibidores puede causar una acumulacion excesiva
de productos de degradacion, lo que puede llevar a disfuncién y a toxicidad celular. Esta
acumulacién puede reducir la viabilidad celular al interferir con los procesos normales de

degradacion y reciclaje de desechos celulares (Kaur & Debnath, 2015).

En cualquier caso, en base a estos resultados podemos concluir que nuestros modelos
celulares se comportan dentro de lo esperado y pueden ser usados como modelo experimental
para el estudio del efecto del IFNa en la autofagia de células a y B pancredticas (Figura 9). El mayor
efecto inhibitorio del flujo autofagico se produjo tras el tratamiento con bafilomicina A1, observado
en ambas lineas celulares, que podria explicarse ya que actua inhibiendo la V-ATPasa mediante
interaccion directa con la enzima (Mauvezin & Neufeld, 2015), lo cual bloquea completamente la
funcién de los lisosomas. Por su parte, la cloroquina no impide tan efectivamente la degradacion
de los componentes autofagicos ya que este compuesto eleva el pH de los lisosomas, lo que reduce
su capacidad enzimatica para degradar proteinas y otros materiales autofagicos (Mauthe et al.,

2018). Por su parte, la rapamicina, al inhibir mTOR, induce la autofagia, lo que aumenta la
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conversion de LC3-1 a LC3-Il debido a la formacion de nuevos autofagosomas. Sin embargo, la
rapamicina generalmente no conduce a la acumulacién de p62, ya que este marcador se degrada
dentro de los autofagolisosomas. Por lo tanto, mientras que LC3-ll aumenta, los niveles de p62
tienden a disminuir debido a la mayor actividad autoféagica (Chicote et al., 2020). El tratamiento con
rapamicina no aumenté los niveles de LC3-1l como se esperaba (Bartolome et al., 2012) en la linea
celular MIN-6, esto podria deberse a que LC3-Il puede ser degradado a lo largo del tiempo, y su
nivel puede disminuir a las 24 horas dependiendo de la actividad autofagica (Figura 9) (Klionsky et

al., 2016).

Una vez probamos la eficacia de los farmacos empleados en el flujo autofagico de nuestros
modelos in vitro, se investigd el efecto de IFNa en este proceso, para ello se decidié estudiar la
acumulacién de estas proteinas en funcidn del tiempo. Por lo que se analizod la expresion de las

proteinas LC3-l, LC3-ll y p62 tras 2, 4 y 8 h en respuesta al tratamiento con IFNa.

En primer lugar, se propuso una aproximacion experimental en la cual se co-traté las células
o y P con IFNa y los compuestos moduladores de la autofagia. Cuando los compuestos
moduladores de la autofagia (bafilomicina A1, cloroquina, rapamicina) fueron afiadidos al medio al
mismo tiempo que el IFNa no se encontraron diferencias significativas en la linea celular aTC1-9
(Figura 11A, Figura 12A,C,E) ni en la linea MIN-6 (Figura 11B, Figura 12B,D,F). Esto podria deberse
a que el tiempo de exposicidn de las muestras al IFNa no fue suficiente para inducir cambios en la
autofagia. El IFNa es una citoquina proinflamatoria cuya funcién principal es proteger a las células
frente a una posible infeccidn viral y alertar a las células adyacentes del peligro (Jean-Baptiste et
al., 2017). Los efectos descritos del IFNa son principalmente efectos transcripcionales, que implican
la transcripcién de genes de respuesta a interferon (I1SGs) y la traduccion de estas proteinas,
generalmente hablamos de cientos de proteinas de la repuesta antiviral (Hultcrantz et al., 2007;
Lind et al., 2013). Estudios transcripcionales en células f humanas, EndoC-H1, tratadas con IFNa
muestran que el maximo de expresion de ISGs causadas por esta citoquina se encuentra en torno
a 24 h (Colli et al 2020; Coomans de Brachene et al., 2024). Por otro lado, se ha descrito que la linea
celular de células B humanas EndoC-H1 tratada con IFNa durante 24 h aumenté los marcadores
de estrés de RE lo que, tal y como se describe en la introduccién, podria ser un mecanismo
modulador de la autofagia (Marroqui et al., 2017). Basandonos en estos estudios previos, y
teniendo en cuenta que estudios que investigaron el flujo autofagico en células B de rata INS1-E
mediante tratamiento con cloroquina y torinl, un estimulador del flujo autofagico, combinados
con un pre- tratamiento con IL-1B e IFN-y, citoquinas también relacionadas con la DT1 pero en
estados mas avanzados (Pirot et al.,, 2008), mostraron alteraciones en el flujo autofagico

(Lambelet et al., 2018), se realizd un pre-tratamiento de 24 h con IFNa.
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El pretratamiento de 24 h de IFNa seguido de 8 h de IFNa con los compuestos moduladores
de autofagia, mostré cambios significativos disminuyendo el flujo autofagico con bafilomicina Aly
rapamicina en a-TC19, pero no en MIN6 (Figura 15 y 17). En este caso, la disminucion de la
expresion de la proteina LC3-Il podria deberse a que el IFNa estaria actuando como un bloqueador
de la sintesis de autofagosomas y de este modo las células a presentarian una autofagia defectuosa,
tal y como se mostré en células Hela (Streeter et al., 2016). Con respecto al efecto de la
combinacion farmacolégica de cloroquina e IFNa, nuestros resultados en las células a-TC19
tratadas con IFNa presentaron una disminucidon de LC3-Il con respecto a la condicion control,
aunque no fue estadisticamente significativa dado el nimero limitado de experimento y la alta
variabilidad de los datos (Figura 16). A su vez en la linea celular MIN-6 no se apreciaron diferencias
en la expresién de LC3-Il y de p62 bajo las condiciones control y el tratamiento con IFNa (Figuras
14-17). Estos resultados se encuentran en consonancia con los resultados con cloroquina descritos
por Lambelet y colaboradores (Lambelet et al., 2018), que demuestran que los niveles de LC3-Il y
p62 aumentaron ligeramente pero no de manera significativa en presencia de cloroquina tras el
tratamiento con las citoquinas IL1-B e IFN-y en células INS1-E. Los resultados obtenidos con los
inhibidores de la autofagia nos sugieren que el IFNa ralentiza el flujo autofagico en aTC1-9, pero no
en MIN-6. En relacion a los resultados obtenido tras el tratamiento con el estimulador de autofagia,
rapamicina, se observa una disminucion de LC3-Il en la presencia de IFNa (Figura 17) lo que podria
explicarse nuevamente como una ralentizacion del flujo autofagico en células aTC1-9 provocado
por la exposicién al IFNa. Sin embargo, no se apreciaron diferencias significativas en la linea celular

MIN-6 expuestas a las mismas condiciones (Figura 17).

Los resultados obtenidos con la bafilomicina Al fueron confirmados por experimentos de
inmunofluorescencia (Figura 18). El efecto de IFNa en la expresién de la proteina LC3 se analizé
mediante ICF, empleando bafilomicina A1 como inhibidor de la autofagia en células MIN-6 y aTC1-
9. Los resultados obtenidos muestran que el tratamiento del IFNa disminuyé la acumulacidn de LC3
en comparacion con la situacién control tanto en la ausencia como en la presencia de bafilomicina
Al en la linea celular aTC1-9. A su vez, no se aprecia una diferencia en la acumulacién de LC3 tras
el tratamiento de IFNa con o sin combinacidn con bafilomicina Al con respecto a las condiciones
control en la linea celular MIN-6. Estos resultaros estuvieron en discordancia con los que
obtuvieron por Lambelet y colaboradores, en los que se sugiriere que las citoquinas aumentaban
la acumulacién de LC3 y p62 indicando acumulacion de vacuolas autofagicas en células INS-1E
(Lambelet et al., 2018), cabe destacar en este punto que las citoquinas usadas en este caso fue un
coctel de IL-1B + IFNy, las cuales activan vias de sefializacién diferentes al IFNa. Otro factor que

puede influir, es que el modelo de linea celular usado correspondia a una linea celular derivada
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de insulinoma de rata, y en nuestro caso la linea células deriva de células B de ratén. Nada esta

descrito en la literatura sobre el efecto de estos tratamientos en la autofagia de células a.

Los datos de viabilidad celular mostrados en la Figura 19 nos indican que el bloqueo de la
autofagia ejercido por bafilomicina Al y cloroquina induce la apoptosis en células a en ausencia de
IFNa, y potencia la apoptosis de estas células inducida por IFNa.Curiosamente, el tratamiento con
rapamicina, un estimulador de la autofagia también indujo muerte celular. Se propone que en
células a la estimulacién de la autofagia puede conducir a la muerte celular, por lo que el bloqueo

del flujo autoféagico podria ser un mecanismo de supervivencia en células a.

Otros autores han expuesto que la autofagia excesiva por rapamicina puede conducir a la
apoptosis celular tanto en islotes aislados cultivados obtenidos de ratones C57BL/6 como en células
B pancredticas de ratones transgénicos con proteina fluorescente verde-proteina asociada a LC3
(GFP)-LC3 (Tanemura et al., 2012). Aunque el aumento del flujo autofagico puede contribuir a la
supervivencia celular, en ciertos contextos también puede facilitar la activacion de la muerte celular
programada, por lo que la autofagia excesiva podria ser tan perjudicial como la autofagia
defectuosa (Maiuri et al., 2007). Esto ocurre porque la autofagia, aunque generalmente es un
proceso que ayuda a las células a sobrevivir al reciclar sus componentes dafados, no siempre actua
de manera protectora. Si la célula se enfrenta a un exceso de materiales que necesitan ser
degradados, y la capacidad del sistema autofagico para procesar y eliminar estos materiales se ve
superada, puede llevar a una acumulacion peligrosa de productos autofagicos. Esta acumulacion
descontrolada puede alterar el equilibrio interno de la célula, activando mecanismos que
desencadenan la muerte celular en lugar de protegerla, es decir, cuando la autofagia se vuelve
excesiva o ineficaz, puede provocar la destruccién de la célula en lugar de su supervivencia (Fujitani
et al., 2010; Tanemura et al., 2012). Estos hallazgos sugieren una interaccién compleja entre la
autofagia y la apoptosis, con multiples conexiones entre estos procesos y la muerte celular (Masini

et al., 2009).

Si nos centramos en los resultados obtenidos con la linea celular MIN-6 podemos ver que
esta fue mucho mas sensible, desde el punto de vista de la viabilidad, a los tratamientos
moduladores de la autofagia, en especial al tratamiento con cloroquina, que produjo un porcentaje
de células apoptéticas del 100% tanto en presencia como en ausencia de IFNa. Esto podria ocurrir,
ya que la acumulaciéon de autofagosomas no degradados provoca estrés celular, lo que puede
desencadenar la apoptosis exacerbada. Este efecto puede ocurrir independientemente de la
presencia de otros tratamientos, como el IFNa (De Sanctis et al.,, 2023). El bloqueo del flujo

autofagico por la exposicidn a bafilomicina A1 aumentd la apoptosis en presencia y ausencia de
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IFNo. Estos resultados estdan en consonancia con los resultados obtenidos por Lambelet y
colaboradores que exponen que el bloqueo de la autofagia con distintos inhibidores en la linea
celular INS1-E conduce a un aumento de la apoptosis celular y potencia la apoptosis inducida por
IL1-B e IFN-y (Lambelet et al., 2018). El tratamiento con rapamicina, acelerando el flujo autofagico,
tuvo un efecto efecto protector en la viabilidad de las células . Otros estudios describieron que la
rapamicina, al activar la autofagia mediante la inhibicion de mTORC1, redujo la apoptosis en células
B que habia sido inducida por brefeldina o palmitato (Bugliani et al., 2019). Estos resultados estan
en concordancia con los expuestos por otros autores que proponen que la autofagia es un
mecanismo protector en células  que se activa con el fin de proporcionar sustratos energéticos y

restablecer la homeostasis celular (Quan, Lim, et al., 2012; Yin et al., 2012).

La literatura cientifica que describe el efecto de citoquinas sobre el flujo autofagico en la
diabetes es reducida. Estos datos sugieren que el IFNa tiene un claro efecto modulando
negativamente el flujo autofagico en las células a, sin embargo, no parece ejercer un efecto en las
células B. La via de la autofagia se ha convertido en un objetivo prometedor para la prevencion y el
tratamiento de la diabetes, ya que regula el mantenimiento de la homeostasis celular de las células
B bajo condiciones de estrés. La actuacién en los primeros estadios de la DT1 podria contribuir a la

conservacién de la masa de células B y evitar el avance de la enfermedad.

51



Trabajo Fin de Master Maria Martinez Cuenca

7. CONCLUSIONES

Basandonos en los resultados descritos en este Trabajo Final de Master podemos concluir que:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

El tratamiento con moduladores del flujo autofagico (bafilomicina Al, cloroquina vy
rapamicina) son herramientas validas para el estudio de la autofagia en las lineas celulares
a-TC1-9 y MIN-6.

El co-tratamiento con IFNo y moduladores del flujo autofagico no mostré diferencias
significativas ni en las células a-TC1-9 ni en las células MIN-6.

El pre-tratamiento de 24 h con IFNa redujo el flujo autofagico en la linea celular a-TC1-9,
pero no produjo cambios en la linea celular MIN-6.

La inhibicion del flujo autofagico con bafilomicina Al y cloroquina aumentd la acumulacién
de LC3-Il y p62 en células a-TC1-9 y MIN-6. Este incremento se redujo cuando las células
fueron pre-tratadas con IFNa. en la linea celular a-TC1-9, pero no en MIN-6, indicando que
el IFNa produce un bloqueo en el flujo autofagico aguas arriba impidiendo que esas dos
proteinas se acumulen.

El incremento del flujo autofagico con rapamicina exacerbd las diferencias en la
acumulacién de LC3-Il y p62 en la linea celular a-TC1-9 pre-tratadas con IFNa, mientras que
no produjo cambios en la expresidn de estas proteinas en la linea celular MIN-6.

El bloqueo de la autofagia disminuye la viabilidad de las células a y B, tanto en presencia
como en ausencia de IFNo, mientras que la estimulacién de la autofagia aumenté la
apoptosis de células no expuestas a IFNa en las lineas celulares a-TC1-9 y MIN-6, pero

protegid a las células B de frente a la apoptosis inducida por IFNa.
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