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1. INTRODUCCION

Diabetes Mellitus

Segln datos de la Organizacion Mundial de la Salud! (OMS), la prevalencia
mundial de la Diabetes Mellitus (DM) en adultos (mayores de 18 afos) ha
aumentado del 4,7% en 1980 al 8,5% en 2014. Se estima que en 2015 la
diabetes fue la causa directa de 1,6 millones de muertes, debido principalmente
a las importantes complicaciones derivadas de esta enfermedad tales como
ceguera, insuficiencia renal, infarto de miocardio o accidente cardiovascular.
Segun estimaciones de esta misma organizacion, la diabetes sera la séptima
causa de mortalidad en 2030.

En Espafia los datos no son alentadores, segin el estudio Di@bet.es?, llevado a
cabo por la Sociedad Espafiola de Diabetes (SED), la prevalencia general de
Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) de la poblacion espafiola ajustada por edad y sexo
fue 13.8% (IC 95% 12.8, 14.7%), de los cuales aproximadamente la mitad
desconocia que la padecia: 6.0% (IC 95% 5.4, 6.7%).

Un diagndstico precoz y un tratamiento adecuado implica una reduccion de las
patologias asociadas y una mejora en la calidad de vida de los pacientes,
suponiendo ademas un importante ahorro en el gasto sanitario®.

Hay varios tipos de diabetes descritos, de entre los cuales destacan:

- La Diabetes tipo 1 (DM1) es una patologia crénica que comienza con la
destruccion autoinmunitaria de las células -pancreaticas, de esta manera
el sistema inmune del propio organismo ataca a las células productoras
de insulina, lo que lleva a la disminucién de la produccién de la hormona®.

— La Diabetes tipo 2 (DM2) es una patologia que cursa con resistencia de
los tejidos periféricos a la insulina. Para compensar esta resistencia, las
células B-pancreaticas aumentan la secrecidon de insulina. Este
mecanismo compensatorio acaba fallando debido a la pérdida de
funcionalidad de estas células. El principal factor de riesgo para el
desarrollo de DM2 es la obesidad y el sobrepeso. Representa
aproximadamente el 90-95% de todos los casos de diabetes®.

Por tanto, la diabetes aparece cuando el pancreas es incapaz de producir
suficiente insulina y/o cuando los tejidos no la utilizan eficazmente.

Pancreas endocrino. Los islotes pancreéaticos

Al tratarse de una glandula mixta, el pancreas es capaz de llevar a cabo
funciones tanto exocrinas como endocrinas. A pesar de que el pancreas exocrino
constituye un 98% del 6rgano, el pancreas endocrino juega un papel fundamental
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en la homeostasis de la glucosa y el metabolismo. Las células endocrinas del
pancreas se localizan en los islotes de Langehans (figura 1) y son las encargadas
de secretar distintas enzimas®:

e Células beta (B): son las encargadas de liberar insulina. Representan el

50-70% del islote en humanos y el 60-80% en roedores.

e Células alfa (a): liberadoras de glucagon. Representan el 20-40% del
islote en humanos y el 10-20% en roedores.

e Células delta (8) y gamma (y): responsables de la secrecion de
somatostatina y polipéptido pancreatico respectivamente. Representan
menos del 10% celular en humanos y menos del 5% en roedores.

e Células épsilon (g): encargadas de la liberacion de grelina, representan
menos del 1% celular en ambas especies®.

CAPILARES SANGUINEOS

ACINOS EXOCRINOS

CELULAS ALFA SECRETORAS DE
GLUCAGON

CELULAS BETA SECRETORAS
DE INSULINA

CELULAS DELTA SECRETORAS DE
SOMATOSTATINA

CELULAS F SECRETORAS DEL
POLIPEPTIDO PANCREATICO

Figura 1. Esquema de un islote pancreatico [Adaptado de referencia 7].

El tipo celular predominante en el islote pancreatico es la célula 3, responsable
de la liberacién de insulina. Por este motivo casi todos los trabajos cientificos
han ido dirigidos a su estudio y gracias a ello hoy en dia se tiene gran
conocimiento acerca de su regulacion. No ocurre lo mismo con la fisiologia de
las poblaciones no-f3, a pesar de su relevancia en el islote y su papel en el control
de la homeostasis de la glucosa&.

La funcién y la interaccién de estos tipos celulares esta muy implicada en la
regulacion de la glucemia (figura 2); cuando existe un aumento en la
concentracion de glucosa en sangre, actua la célula B liberando insulina,
poniendo en marcha mecanismos dirigidos a disminuir la glucosa en sangre y
activacion del anabolismo como la sintesis de glucégeno, lipidos y proteinas; e
inhibiendo la gluconeogénesis y los procesos catabdlicos. A su vez inhibe la
secrecion de glucagon por la célula a. Por el contrario, ante una situacion de
hipoglucemia, la célula a secreta glucagon, que pone en marcha mecanismos
dirigidos a aumentar los niveles de glucosa en sangre y promueve la secrecién
de insulina por las células B para poder utilizar la glucosa en liberada®.
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Figura 2. Regulacion del metabolismo de la glucosa. [Adaptado de referencia 9]

Utilizacion tisular de glucosa

Como se ha descrito anteriormente, ademas de la insulina y el glucagon, existen
otras hormonas liberadas por distintos tipos celulares localizados en el islote
pancreatico. Las ceélulas O, secretoras de somatostatina, apenas estan
caracterizadas, se cree que tienen un comportamiento fisiolégico y unos
mecanismos de control con grandes paralelismos con la célula B. Al igual que la
secrecion de insulina reprime la accion de la célula a, la somatostatina es capaz
de inhibir tanto la secrecién de insulina como la de glucagén@.

Células a- pancreaticas

A pesar de que el interés por el estudio de la célula a se ha incrementado en los
altimos afios, aun no se ha llegado a un consenso respecto a los mecanismos
gue dirigen su funcionamiento. Esto es debido a que son varios los niveles de
regulacion que afectan a esta poblacion incluyendo el control autocrino de la
propia célula, el control nervioso, el control directo de la glucosa y un control
paracrino por parte de las células no-a.

En 2004, el grupo de Patrick Rorsman propuso un modelo!® de funcionamiento
para la célula a posteriormente revisado por el mismo grupo en 2013, A pesar
de que existe cierta controversia, este modelo esta aceptado por gran parte de



la comunidad cientifica, si bien muchos de los trabajos de los dltimos afios
empiezan a proponer algunos cambios de menor o mayor consideracion.

Este modelo, esquematizado en la figura 3 sostiene que, la baja concentracion
de glucosa detectada por el transportador de glucosa Glut-1, lleva a un cambio
en los niveles de ATP/ADP que produce que los canales de potasio dependientes
de ATP (Katp) tengan una baja actividad. Esto lleva a una moderada
despolarizacién de la membrana, que produce la activacion de los canales de
Na*. Esta activacion lleva el potencial de membrana a valores mas positivos que
hacen que se activen canales de Ca?* dependientes de voltaje. Esta entrada de
calcio lleva a la movilizacion de los granulos de glucagon citoplasmaticos y por
tanto a la exocitosis de la hormona. Este modelo propone, por tanto, un
mecanismo muy similar al de la liberaciéon de insulina por parte de la célula
pero generando cambios opuestos y con diferencias como el transportador de
glucosa, siendo GLUT-1 en célula a y principalmente GLUT-2 en célula .
Existen algunos estudios que sostienen que las diferencias entre ambos
mecanismos de secrecion tienen lugar a nivel mitocondrial, siendo mayor el
metabolismo anaerdbico en células a frente a una mayor actividad metabdlica
mitocondrial en las células 2.

Figura 3. Modelo de acoplamiento estimulo-secrecion en la célula alfa. [Adaptado de
referencia 8]

Estudios recientes han asociado la DM2 con una incapacidad de suprimir la
produccién de glucagdn en las células a en condiciones de hiperglucemia'?.

Se ha demostrado que ante una situacion de resistencia insulinica, el aumento
compensatorio de insulina en sangre no inhibe la produccién de glucagén como
cabria esperar. Esto podria ser debido a que la propia célula a también presenta
resistencia a la insulina'?. Esta descrita la presencia de hiperglucagonemia en
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pacientes con DM2 no controlada'®. Esta hiperglucagonemia, sumada a la
secrecion insuficiente de insulina y/o resistencia de los tejidos periféricos a la
misma, contribuye a mantener la hiperglucemia de las personas diabéticas.

En el presente estudio, hemos empleado como modelo de célula a-pancreética
la linea celular aTC1 clon 9. Se trata de una linea comercial tumoral procedente
de un adenoma pancreético de ratdn. Esta linea celular es una herramienta
idonea para estudiar la biosintesis de glucagon y los mecanismos regulatorios
de la célula a-pancreatica. Proponemos esta herramienta ya que el estudio de la
poblacion a del islote completo es muy complejo. La poblacién a supone un 10-
20% de la poblacién celular total del islote, por lo que el resto de tipos celulares
podrian enmascarar nuestros resultados.

Insulin Degrading Enzyme (IDE)

La proteina IDE, cuya estructura podemos ver en la figura 4, es una
metaloproteasa dependiente de zinc de 110 kDa'4. La IDE humana es sintetizada
como un solo polipéptido de 1019 residuos codificado por un gen localizado en
el cromosoma 10. Debe su nombre a su habilidad para degradar la cadena B de
la insulina, este proceso fue descrito por primera vez hace 60 afios'®. Ademas,
actualmente sabemos que también es capaz de degradar otros pequefios
polipéptidos como glucagon, el péptido nutraceutico auricular, el péptido
amiloide, el factor de crecimiento transformante a, asi como los factores de
crecimiento insulinico 1 y 2. Se trata de una enzima con una estructura
evolutivamente conservada, expresada de forma ubicua en todos los tejidos del
organismo?®, tanto en células sensibles a la insulina como en las que no lo son.
Diferentes estudios la han localizado mayoritariamente en el citoplasma, pero
también en las membranas celulares, en organulos como endosomas,
peroxisomas y mitocondrias y es secretada al espacio extracelular4.

Loop linker
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Figura 4. Estructura de la proteina Insulin degrading Enzyme. [Adaptado de referencia 16]



Defectos en la proteina Insulin Degrading Enzyme (IDE) se han asociado con el
desarrollo de enfermedades como el Alzheimer o la DM2, proponiendo IDE como
una posible diana terapéutica contra el Alzheimer!’ y un posible nexo entre
ambas enfermedades'®. Ademas, el locus genético que contiene el gen de IDE
también se ha asociado a una mayor susceptibilidad de padecer diabetes!®. Todo
esto nos lleva a pensar que esta enzima podria estar jugando un papel
fundamental y hasta ahora poco dilucidado en el desarrollo de la DM2.

Parece que esta enzima podria jugar un papel importante en la regulacion del
metabolismo de la célula a, estudios recientes de nuestro laboratorio han
demostrado que existe una mayor expresion de IDE en las células a comparadas
con las B-pancreaticas?®. No existen publicaciones sobre el papel de IDE en
células a-pancreaticas, y hay muy pocos estudios realizados en células B, ya que
estudios de esta proteina en el contexto de la homeostasis de la glucosa se han
centrado en el higado, que es dénde ocurre el mayor aclaramiento de insulina.

HIPOTESIS

1. La hiperglucemia estimula los niveles proteicos de IDE en células a-
pancreaticas.

2. La hipoglucemia disminuye los niveles proteicos de IDE en células a-
pancreaticas.

3. El glucagdn tiene un efecto autocrino sobre la regulacion de los niveles
proteicos de IDE.

OBJETIVO

1. Estudiar la expresion de IDE en la célula a-pancreética en condiciones de
baja y alta glucosa en exposicion cronica (24h) y aguda (1h y 4h).

2. Estudiar los niveles proteicos de IDE en la célula a-pancreatica en
presencia de glucagon.

2. MATERIAL Y METODOS

MATERIAL

Medio de cultivo para a-TC1.9

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) complementado con:

— 10 pg/mL Streptomicina
— 10 pg/mL Penicilina



— 10% suero fetal bovino (FBS) inactivado

— 0.1 mM de aminoacidos (AA) no esenciales 100X

— 15mM HEPES

— Glucosa:
e Low: 2.2 mM (Medio bajo en glucosa: Low)
e Control: 11 mM (Medio de mantenimiento: Control)
e High: 22 mM (Medio alto en glucosa: High)

Tampdn de lisis celular

— Tampon de lisis 10X 100 pl/mL (9830S, Cell Signaling Technology, MA.,
EEUU)

— Inhibidor de fosfatasas 2 10 pL/mL (P5726, Sigma, MO, EEUU)

— Inhibidor de fosfatasas 3 10 pL/mL (P0044, Sigma)

— Protease Inhibitor Cocktail (PIC) 10 uL/mL (P8340, Sigma)

— Fluoruro de fenilmetilsulfonio (PMSF) 10 puL/mL (Sigma)

Tampodn de carga de proteinas (LSB 4X)

— Tampén TRIS HCI 62.5 mM; pH 6 (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania)
— Glicerol 5% (Sigma)

— SDS 1% (Merck)

— B-mercaptoetanol 2.5% (Sigma)

— Azul de bromofenol 1.25 mg/mL

Geles de poliacrilamida para electroforesis de proteina:

Running para geles al 7,5%

e Tampédn Tris HCI 0.5M; pH 8.8 (Merck)
e SDS 0.1% (Merck)

e Acrilamida 7.5% (Bio-Rad)

e Temed 0.06% (Bio-Rad)

e APS 0.06% (Bio-Rad)

Stacking

e Tampon Tris HCI 126 mM; pH 6.8 (Merck)
e SDS 0.1% (Merck)

e Acrilamida 4% (Bio-Rad)

e Temed 0.15% (Bio-Rad)

e APS 0.05% (Bio-Rad)

Tampodn de electroforesis (Bio-Rad):

e Tris 25 mM
e Glicina 192 mM



e 0.1% SDS

Tampédn de transferencia (Bio-Rad):

e Tris 25 mM
e Glicina 192 mM
e 20% de metanol

Disolucion de blogueo

e Leche en polvo (5%) (p/v)
e PBS-T

PBS-Tween 20 (PBS-T):

e PBS1X
o NaCl 137 mM (Merck)
o KCI 2.7 mM (Merck)
o KH2PO4 2 mM (Merck)
o Naz2HPO4 (Merck)
e Tween 20; 0.1% (v/v) (Bio-Rad)

Disoluciéon anticuerpos primarios

e Anticuerpo de conejo anti-IDE (AB9210, Millipore, Massachusetts, EEUU)
diluido en leche 0.05% en PBS-T a una concentracién 1:40.000

e Anticuerpo de ratén anti-actina (BD612656 BD Biosciences, EEUU):
diluido en leche 0.05% en PBS-T a una concentracion 1:40.000

Disolucidn anticuerpos secundarios

e Para IDE, se emple6 un anticuerpo anti-conejo (711-035-152 Jackson
Inmunoresearch, EEUU) diluido diluido en leche 0.05% en PBS-T a una
concentracion 1:8.000

e Para la actina, se empled el anticuerpo anti-ratbn (NA9310, GE
Healthcare, Reino Unido) diluido en leche 0.05% en PBS-T a una
concentracion 1:5.000

METODOS

1. Cultivo celular

La linea celular empleada fue alphaTC1, Clon 9 (ATCC® CRL-2350™). Se trata
de una linea celular inmortalizada, de morfologia epitelial, adherentes,
procedentes de un adenoma pancreatico de raton (mus musculus).
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El manejo de esta linea celular se llevd a cabo en condiciones de esterilidad en
campana de flujo laminar, empleando soluciones a 37°C y material estériles.

Las células se cultivaron en flask de 75 cm?, en el medio descrito previamente
en un incubador con una atmdsfera himeda a 37°C al 5% de CO2

Se reemplazo el medio del flask por medio nuevo cada 48 horas. Las células se
mantenian en cultivo a una confluencia maxima de 70-80%.

2. Tratamiento y obtencion de las muestras
Siembra
1. Experimentos glucosa

Se sembraron 500.000 células por pocillo en placas de 6 pocillos, se completaron
con medio hasta un volumen final de 2 mL/pocillo.

Figura 5. Esquema de la placa de cultivo para el tratamiento.

Transcurridas 24 horas se sustituy6 el medio presente en cada pocillo por medio
nuevo. Al dia siguiente, 48h después de la siembra, se trataron con las distintas
concentraciones de glucosa. Se retird6 el medio y se sustituyd por el del
tratamiento, segun se explica en la figura 5.

2. Experimentos glucagon

Al igual que en el experimento con glucosa, se sembraron 500.000 células por
pocillo en placas de 6 pocillos, se completaron con medio hasta un volumen final
de 2 mL/pocillo.
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Figura 6. Esquema de la placa de cultivo para el tratamiento.

Transcurridas 24 horas se sustituyd el medio presente en cada pocillo por medio
nuevo. Al dia siguiente, 48h después de la siembra, se trataron con las distintas
concentraciones de glucagén (50 ng/uL, 100 ng/uL y 500 ng/uL), se retird el
medio y se sustituyd por el del tratamiento como se muestra en la figura 6.

Recogida de los extractos celulares

Una vez transcurrido este tiempo se procedio6 a la recogida de las muestras, para
ello, con la placa en hielo, se lavaron los pocillos dos veces con 0.5 mL de PBS
frio y posteriormente se afadié a cada pocillo 100 pL de tampdn de lisis celular
descrito previamente. Transcurridos 10 minutos, se recogieron las células con
ayuda de una rasqueta y se introdujeron en eppendorfs rotulados estériles.

3. Cuantificacion de proteinas

Con el fin de romper el DNA gendmico de las células, los extractos se sonicaron
con 3 pulsos de 4 segundos al 30% de amplitud (sonicador Vibra Cell 75115,
Bioblock Scientific), introduciendo la muestra en hielo entre pulsos.

Una vez sonicadas, se procedio a la cuantificacion de proteina de las muestras
con el objetivo de cargar la misma cantidad de proteina en cada pocillo del gel.
Se empleo el Kit microBCA (Thermoscientific, IL, EEUU) para la cuantificacion
de la proteina. Se llevo a cabo una curva patron con BSA (del kit) entre las
concentraciones 0 y 20 mg/mL para cuantificar la proteina de los extractos.
Posteriormente se afiadieron 100 pL del reactivo (25 partes del reactivo A, 24
partes del reactivo B y 1 parte del reactivo C) a cada pocillo hasta completar un
volumen de 200 pL en cada pocillo. Se incubé durante 1 hora a 37°C en una
estufa de calor seco y se procedi6 a la lectura de la absorbancia a 562 nm.
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A partir de los datos de la lectura se calcul6 la recta patréon y la cantidad de
muestra a afiadir al gel, para obtener una cantidad final de proteina de 30 ug de
cada muestra.

Para desnaturalizar las proteinas y que éstas posteriormente se separen por sus
pesos moleculares se afladido a cada muestra el tampon de carga LSB 4X en
relacion 1:3 (v/v), y se hirvieron a 100°C durante 5 minutos. De esta manera las
muestras ya estan preparadas para cargarlas en el gel o congelarlas a -20°C.

4. Western Blot

Con el objetivo de conocer la cantidad relativa de proteinas que hay en cada
muestra se empled la técnica “Western Blot”, basada en la migracién de las
proteinas de la muestra mediante electroforesis por accion de un campo eléctrico
a lo largo de un gel de poliacrilamida, en funcién de su peso molecular y su
posterior identificacion con un anticuerpo especifico para detectar la proteina de
interés, en este caso la proteina IDE.

Cuanto menor sea el porcentaje de acrilamida del gel, mayores seran los poros
formados, por lo que se separaran proteinas mas grandes. Como IDE es una
proteina de elevado peso molecular se emplearon geles de 7.5% de acrilamida
cuya composicion esta descrita en el apartado de materiales. Los peines
empleados fueron de 10 pocillos y 1.0 mm, estableciendo asi el grosor del gel.
Al cargar el gel, ademas de las muestras a estudio, se llen6é un pocillo con el
Peso Molecular premarcado (Bio-Rad) para tener una referencia de dénde
migran las proteinas.

Una vez cargado el gel se procedi6 a la separacion de las proteinas mediante
una electroforesis. Para ello se introdujo el gel en una cubeta y se afiadié buffer
de electroforesis y sometié a una corriente de 150 V durante aproximadamente
1h.

Una vez separadas las

proteinas se monté el Fiber pad

sandwich de la siguiente Filter paper
. Membrane

manera (figura 7). Es Gel

. . Filter paper

importante sumergir la Fiber pad

membrana en metanol
durante un minuto, Yy
posteriormente
equilibrarla con el buffer
de transferencia, antes
de utilizarla.

Figura 7. Esquema del montaje del "sandwich".
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Tras el montaje del sandwich se procedio a la transferencia, con ello se consigue
transferir las proteinas del gel a una membrana polifluoruro de vinilideno (PVDF)
Imobilon-P transfer membrane (Millipore, Merck). Al ser IDE una proteina de
elevado peso molecular, la transferencia se realizo toda la noche a 30 mV en
una camara fria a 4°C.

Al dia siguiente, para evitar uniones inespecificas del anticuerpo se bloquearon
los sitios de union que habian quedado libres tras la trasferencia, para ello se
incubd la membrana en la disolucion de blogueo durante una hora a temperatura
ambiente.

Una vez bloqueada la membrana, se cort6 para poder incubar cada parte con su
anticuerpo primario correspondiente durante 1 hora a temperatura ambiente en
un balancin, la parte superior se utilizé para la identificacion de IDE ya que es
una proteina de 110 kDa y la inferior para la identificacion de actina como control
de carga, cuyo peso molecular son 42 kDa.

Tras la incubacion se realizaron 3 lavados de 10 minutos con agitacion, en PBS-
T para eliminar el exceso de anticuerpo primario que no se haya unido
especificamente.

Una vez lavada la membrana se incub6 con el anticuerpo secundario adecuado
a temperatura ambiente durante 30 minutos diluidos en disolucién de bloqueo.
Posteriormente se volvio a lavar para eliminar el exceso de anticuerpo
secundario no unido de la forma explicada en los lavados anteriores.

Antes de revelar, se hizo reaccionar la membrana con Clarity Western ECL
Substrate (Bio-Rad) (1:1 A y B) durante 5 minutos a temperatura ambiente, con
el fin de poder detectar por luminiscencia la presencia de IDE y actina.
Transcurrido este tiempo se elimind el exceso de reactivo y se reveld la
membrana en una pelicula de RX fotosensible en un cuarto oscuro.

Una vez finalizado el revelado se escanearon las peliculas con un escaner a una
resolucion de 600 ppp y se analizaron y cuantificaron con el software ImageJ
(NIH, EEUU).

5. Andlisis estadistico

El tratamiento estadistico de los datos se realizo con el software GraphPad Prism
6. La normalidad de las variables se contrasté mediante los test de Shapiro-Wilk.
Para comparar 2 variables paramétricas se empled la prueba T-Student. Sin
embargo, para comparar dos variables no paramétricas se empleé la prueba U
de Mann-Whitney. Para la comparacion de mas de dos variables se empleé el
Andlisis de la Varianza (ANOVA). El nivel de significacion estadistica se alcanz6
con p<0,05.
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3. RESULTADOS

1. Efecto del tratamiento con baja glucosa (2.2 mM) crénico (24h) y
agudo (1h y 4h) en la expresion proteica de IDE en células a-
pancreaticas

a. Tratamiento crénico (24h)

A) ®)
__ 204 Control Low
) | |
< 154 ! \ [ \
5 10l IDE (110 kDa)
£ 054 \
R 100
<
0.0

Cor;trol L(;W

Figura 8. (A) Cuantificacion Expresion de IDE en células a-TC1.9 tras tratamiento con
glucosa durante 24h. Deteccion de IDE y actina en condiciones 2.2 mM de glucosa (Low)
respecto al control (11mM de glucosa). No existen diferencias significativas entre esta condicién
y el control. (B) Imagen representativa de los Western Blot cuantificados. n=4 (por
duplicado).

Las células fueron sometidas a un tratamiento cronico (24h) a baja concentracion
de glucosa (2.2 mM), y posteriormente se cuantificé la expresion de IDE
mediante la técnica Western Blot, empleando como control de carga la deteccion
de actina. Se llevaron a cabo 4 experimentos independientes por duplicado.

La concentracién baja de glucosa no modific el nimero de células después de
24 horas de tratamiento, respecto al medio control.

La expresion de IDE fue normalizada respecto a la cantidad de actina. Los
resultados obtenidos no mostraron diferencias significativas entre la expresion
de IDE en células aTCL1.9 tratadas a bajas concentraciones de glucosa, respecto
al control.
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b. Tratamiento agudo
i. Tratamiento de 1 hora

(A) (B)
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Figura 9. (A) Cuantificacion Expresion de IDE en células a-TC1.9 tras tratamiento con
glucosa durante 1h. Deteccion de IDE y actina en condiciones 2.2 mM de glucosa (Low)
respecto al control (11mM de glucosa). No existen diferencias significativas entre esta condicion
y el control. (B) Imagen representativa de los Western Blot cuantificados. n=5 (por
duplicado).

Al igual que en el tratamiento de 24, las células fueron sometidas a un
tratamiento a baja concentracion de glucosa (2.2 mM), esta vez durante 1 hora.
Posteriormente se cuantificd la expresién de IDE mediante la técnica de Western
Blot, empleando como control de carga la deteccion de actina. Se llevaron a cabo
5 experimentos independientes por duplicado.

La expresion de IDE fue normalizada respecto a la cantidad de actina. Los
resultados obtenidos no mostraron diferencias significativas entre la expresion
de IDE en células aTC1.9 tratadas a bajas concentraciones de glucosa (2.2 mM)
durante 1 hora respecto al control.
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ii. Tratamiento de 4h
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Figura 10. (A) Cuantificacion Expresion de IDE en células a-TC1.9 tras tratamiento con
glucosa durante 4h. Deteccion de IDE y actina en condiciones 2.2 mM de glucosa (Low)
respecto al control (11mM de glucosa). No existen diferencias significativas entre esta condicion
y el control. (B) Imagen representativa de los Western Blot cuantificado. n=5 (por duplicado).

De la misma manera que en el tratamiento de 1 hora, las células fueron
sometidas a un tratamiento con baja concentracion de glucosa (2.2 mM), esta
vez durante 4 horas. Posteriormente se cuantificé la expresion de IDE mediante
la técnica de Western Blot, empleando como control de carga la deteccion de
actina. En este caso, al igual que en el de 1 hora, se llevaron a cabo 5
experimentos independientes por duplicado.

La expresion de IDE fue normalizada respecto a la cantidad de actina. Los
resultados obtenidos no mostraron diferencias significativas entre la expresion
de IDE en células aTC1.9 tratadas a bajas concentraciones de glucosa (2.2 mM)
durante 4 horas respecto al control.

Por medio de estos experimentos concluimos que una condicion de baja glucosa
no es capaz de variar los niveles proteicos de IDE a 1, 4 6 24 horas. Estos datos
no desestiman la posibilidad de que si pudiera existir una regulacion a nivel
transcripcional.
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2. Efecto del tratamiento con alta glucosa (22 mM) cronico (24h) y
agudo (1h y 4h) en la expresion proteica de IDE en células a-
pancreaticas.

a. Tratamiento crénico (24h)

(A) (B)
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< 15 \ |
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0.0
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Figura 11. (A) Cuantificacion Expresion de IDE en células a-TC1.9 tras tratamiento con
glucosa durante 24h. Deteccion de IDE y actina en condiciones 22 mM de glucosa (High)
respecto al control (11mM de glucosa). No existen diferencias significativas entre esta condicién
y el control. (B) Imagen representativa de los Western Blot cuantificados. n=5 (por
duplicado).

Las células fueron sometidas a un tratamiento cronico de glucosa (24h) a alta
concentracion de glucosa (22 mM), y posteriormente se cuantificé la expresion
de IDE mediante la técnica de Western Blot, empleando como control de carga
la deteccion de actina. Se llevaron a cabo 4 experimentos independientes por
duplicado.

La concentracion alta de glucosa no modificé el nimero de células después de
24 horas de tratamiento, respecto al medio control.

La expresion de IDE fue normalizada respecto a la cantidad de actina. Los
resultados obtenidos no mostraron diferencias significativas entre la expresion
de IDE en células aTC1.9 tratadas a altas concentraciones de glucosa, respecto
al control.
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b. Tratamiento agudo
i. Tratamiento de 1 hora
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Figura 12. (A) Cuantificacion Expresion de IDE en células a-TC1.9 tras tratamiento con
glucosa durante 1h. Deteccion de IDE y actina en condiciones 22 mM de glucosa (High)
respecto al control (11mM de glucosa). No existen diferencias significativas entre esta condicion
y el control. (B) Imagen representativa de los Western Blot cuantificados. n=5 (por
duplicado).

Al igual que en el tratamiento de 24, las células fueron sometidas a un
tratamiento a alta concentracién de glucosa (22mM), en este caso durante 1
hora. Posteriormente se cuantifico la expresién de IDE mediante la técnica de
Western Blot, empleando como control de carga la deteccién de actina. Se
llevaron a cabo 5 experimentos independientes por duplicado.

La expresion de IDE fue normalizada respecto a la cantidad de actina. Los
resultados obtenidos no mostraron diferencias significativas entre la expresion
de IDE en células oTC1.9 tratadas a altas concentraciones de glucosa (22 mM)
durante 1 hora respecto al control.
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ii. Tratamiento de 4 horas
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Figura 13. (A) Cuantificacion Expresion de IDE en células a-TC1.9 tras tratamiento con
glucosa durante 4h. Deteccion de IDE y actina en condiciones 22 mM de glucosa (High)
respecto al control (11mM de glucosa). Existen diferencias significativas entre la esta condicién
y el control. (B) Imagen representativa de los Western Blot cuantificados. n=5 por duplicado.
*p<0.05.

De la misma manera que en el tratamiento de 1 hora, las células fueron
sometidas a un tratamiento con alta concentracion de glucosa (22mM), esta vez
durante 4 horas. Posteriormente se cuantifico la expresion de IDE mediante la
técnica Western Blot, empleando como control de carga la deteccién de actina.
En este caso, al igual que en el de 1 hora, se llevaron a cabo 5 experimentos
independientes por duplicado.

La expresion de IDE fue normalizada respecto a la cantidad de actina. Los
resultados obtenidos no mostraron diferencias significativas entre la expresion
de IDE en células oTC1.9 tratadas a altas concentraciones de glucosa (22 mM)
a 4 y 24h, sin embargo, observa aumento significativo del 50% en los niveles
proteicos de IDE con el tratamiento a alta glucosa (22 mM) durante 4 horas.

Este grupo de experimentos nos indican que una condicién de alta glucosa es
capaz de regular positivamente los niveles proteicos de IDE hasta en un 50%.
Ademas, la estimulacion de los niveles de IDE son tiempo-dependientes, ya que
soOlo se observan tras 4h de tratamiento con altas concentraciones de glucosa.

19



3. Efecto del tratamiento de glucagén en la expresion de IDE en células
a-pancreaticas.
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Figura 14. (A) Cuantificacion Expresion de IDE en células a-TC1.9 tras tratamiento con
glucagdn durante 24h. Deteccion de IDE y actina en condiciones 0 ng/mL, 50 ng/mL, 100 ng/mL
y 500 ng/mL de glucagoén. Existen diferencias significativas entre las condiciones a 100 ng/mL y
500 ng/mL de glucagén respecto al control. (B) Imagen representativa de los Western Blot
cuantificados. n=2 por duplicado. *p<0.05.

Las células fueron sometidas a un tratamiento cronico (24h) a distintas
condiciones de glucagén (0 ng/mL, 50 ng/mL, 100 ng/mL y 500 ng/mL) y
posteriormente se cuantifico la expresion de IDE mediante la técnica Western
Blot, empleando como control de carga la deteccidn de actina. Se llevaron a cabo
2 experimentos independientes por duplicado.

La expresion de IDE fue normalizada respecto a la cantidad de actina. Los
resultados obtenidos mostraron diferencias significativas entre la expresion de
IDE en células aTC1.9 tratadas con 100 ng/mL y 500 ng/mL de glucagoén,
respecto al control.

Estos resultados nos indican que a medida que aumenta la concentracion de
glucagon, tienden a aumentar los niveles proteicos de IDE, siendo significativos
estos resultados tanto a 100 ng/mL como a 500 ng/mL. Podemos concluir que el
glucagén es capaz de regular positivamente los niveles proteicos de IDE en
células a-pancreéticas.

4. DISCUSION

Es importante la busqueda de marcadores especificos que permitan conocer el
estadio de desarrollo de la DM para poder mejorar su tratamiento, evitando asi
las posteriores complicaciones. También es de vital importancia la busqueda de
nuevas dianas moleculares que permitan el disefio de farmacos especificos
dirigidos a retrasar o incluso evitar la progresion de esta enfermedad, para ello
resulta imprescindible el estudio de proteinas potencialmente involucradas en la
patologia de la enfermedad con el fin de esclarecer su funcion.
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El presente estudio tiene como objetivo esclarecer si IDE tiene un papel
regulador en las células a-pancreaticas en el contexto de la DM2. Para ello
hemos estudiado los niveles proteicos de IDE en las células a-pancreaticas en
diferentes condiciones fisiologicas y fisopatologicas: tanto en hipoglucemia,
condicion fisiolégica en la que la célula a se encuentra activa; como en
hiperglucemia, caracteristica propia de la resistencia a la insulina y la DM2. Se
trata de un estudio novedoso, ya que son inexistentes los estudios acerca de la
expresion de IDE en célula a.

La DM2 es una patologia que cursa con resistencia de los tejidos periféricos a la
insulina. Como mecanismo para compensar esta resistencia, las células (-
pancreatica se adaptan tanto estructuralmente, lo que conlleva un aumento de
su masa celular, como funcionalmente, aumentando la secrecion de insulina con
el fin de mantener la homeostasis de la glucosa?®. Este mecanismo
compensatorio acaba fallando debido a la pérdida gradual del correcto
funcionamiento de las células 3 y llevando al organismo a una hiperglucemia
cronica?t. A pesar de existir numerosos estudios que demuestran esta
adaptacion de la célula B-pancreética ante la resistencia de los tejidos periféricos
a la insulina que caracteriza a la obesidad, son pocos los estudios de estas
adaptaciones en las células a-pancreaticas. Un reciente estudio?? ha sefialado
que, durante esta etapa, ademas de los cambios ya comentados en la célula 3-
pancreatica, se produciria una disminucién transitoria de la célula a con el fin de
mantener unos niveles normales de glucosa en sangre. A medida que avanza la
obesidad y la insulinorresistencia, disminuiria la adaptacién de la célula 3, como
se ha sefalado previamente, ademas, disminuirian los cambios en la célula a-
pancreatica, aumentando su masa y/o funcion. Todo esto conduciria a una
posterior hiperglucemia y a la necesidad de insulina exdgena para disminuir este
exceso de glucosa en sangre.

Resultados previos del laboratorio de la Dra. Cézar-Castellano® sugieren que la
expresion de IDE es regulada al alza de manera tiempo-dependiente por la
hiperinsulinemia en células B-pancreéticas, tanto a nivel de ARNm como de
proteina corroborando otros estudios revisados en la revision de Fawcett?® en
distintos tejidos, que muestran el control de IDE sobre el metabolismo de la
glucosa. En otros estudios no publicados de nuestro laboratorio, se observé que
también la hiperglucemia controla tanto la traduccion (niveles de proteina) como
la expresion (niveles de ARNm) de IDE, haciendo que ambos disminuyan de
manera significativa. Nuestra hipotesis es que durante la hiperglucemia se
requiere mas insulina disponible para el mantenimiento de la homeostasis de la
glucosa, por lo tanto, la glucosa estaria inhibiendo la expresion de IDE para evitar
la degradacion de insulina.

Para el disefio del presente estudio nos hemos basado en los tiempos
empleados en el estudio sefalado previamente en condiciones de
hiperglucemia. Es éste, se observd que en la linea celular INS1E tratada con
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22mM de glucosa durante 24h, disminuian los niveles de proteina de IDE en un
25%.

En nuestro estudio actual, los resultados obtenidos no mostraron diferencias
significativas entre la expresion de IDE en células a-TC1.9 tratadas a altas
concentraciones de glucosa a 24 horas, ni durante 1 hora. Sin embargo, al tratar
con alta concentracion de glucosa durante 4 horas hemos observado un aumento
de IDE del 50%.

Estos resultados cobran sentido cuando los valoramos con los obtenidos
previamente en células B-pancreaticas en condiciones de alta glucosa, es decir,
mientras que la hiperglucemia induce una disminucion de IDE en las células 3,
para aumentar la disponibilidad de la insulina; en las células a-pancreaticas,
aumentarian los niveles de IDE con el fin de aumentar la degradacion de
glucagon en la célula y disminuir los niveles de esta hormona con efectos
hiperglucemiantes.

Basado en estos resultados del efecto de la hiperglucemia sobre los niveles de
IDE en las células a- y B-pancreaticas, hemos generado un modelo que
esquematizamos en la figura 15.

t GLUCOSA

Célula B Célula a
l IDE I IDE

INSULINA

GLUCAGON

l, GLUCOSA

Figura 15. Modelo para explicar la regulacion de la expresion de IDE en células B y a-
pancreaticas como consecuencia de un aumento de los niveles de glucosa.

Por otro lado, los resultados obtenidos con el tratamiento de glucagon mostraron
diferencias significativas entre los niveles de IDE en células a tratadas a las
concentraciones de 100 ng/mL y 500 ng/mL de glucagon respecto al control, lo
que parece indicar que el glucagon es capaz de regular positivamente la
expresion de los niveles de IDE en la célula a.
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Estos resultados sugieren que ante una situacion de hiperglucagonemia, el
glucagon, por medio de un mecanismo autocrino, es capaz de producir un
aumento en los niveles proteicos de IDE con el hipotético fin de disminuir los
niveles secretados de glucagon. Estos resultados van en la misma linea que los
publicados recientemente®, en los que se observé que ante una situacion de
hiperinsulinemia, aumentaban los niveles de IDE en célula B. Esto podria
explicarse de la misma manera, ante una situacion de exceso de insulina, ésta
activa un mecanismo autocrino para tratar de disminuir su secrecion, como
aumentar su degradaciéon por medio de la proteina IDE.

Estos resultados nos indican la relevancia de IDE en la patogenia de la DM2, asi
como una posible diana terapéutica o un biomarcador de esta enfermedad, ya
que la modificacion en su expresion podria ser relevante para su tratamiento o
prevencion.

5. CONCLUSIONES

— La hipoglucemia no regula de forma significativa la expresion proteica de
IDE en células a-pancreaticas.

— La hiperglucemia estimula la expresion proteica de IDE en células a-
pancreéticas de una manera tiempo-dependiente.

— La hiperglucagonemia estimula la expresion proteica de IDE en células a-
pancreaticas.
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