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RESUMEN

La diabetes mellitus (DM) es segun la OMS una de las pandemias de nuestro siglo.
Es urgente la busqueda de nuevas dianas terapéuticas para la mejora del tratamiento
de esta enfermedad y sus complicaciones. Insulin degrading enzyme (IDE) es una
proteina ubicua que degrada insulina en el citosol celular y cuyo gen ha sido vinculado
a la susceptibilidad de sufrir DM2.

En este estudio nos centramos en la expresion de IDE en pancreas de ratones
diabéticos db/db (mutados para el gen del receptor de leptina, modelo de diabetes
mellitus tipo 2) y de ratones control, en edades de 12 semanas (estado
hiperinsulinémico compensado) y 26 semanas (diabetes instaurada). Se aplicaron tres
tinciones distintas (DAPI, insulina e IDE) para el estudio histolégico de cortes de
pancreas de estos ratones. Posteriormente se realizd el contaje celular y el estudio

estadistico.

En primer lugar hemos observado que en islotes pancreaticos de ratones db/db es
menor el porcentaje de células B, hay menor cantidad de insulina y existe
desorganizacion celular. En segundo lugar hemos procedido al estudio de la expresion
de IDE, en el que hemos encontrado que esta aumenta su expresion en las células del
islote de los ratones db/db y que ademas lo hace a expensas de aumentar su
expresion en células B pancreéticas. Dentro del grupo de ratones db/db de 26 semanas
teniamos un grupo de ratones db/db “compensadores” que no desarrollaban diabetes,
los resultados de porcentaje celular en el islote y la expresion de IDE se asemejan a los
ratones control de 26 semanas.

Nuestros resultados nos indican que IDE tiene relevancia en la patogenia de la

diabetes y que podria ser una diana terapéutica o un biomarcador de esta enfermedad.




INTRODUCCION

- Diabetes mellitus e insulina

La diabetes mellitus (DM) es un sindrome endocrino metabdlico caracterizado por
hiperglucemia e intolerancia a la glucosa debido a una falta de insulina y/o a una
deficiencia de accion de la misma, que comprende a un conjunto heterogéneo de
trastornos. La etiopatogenia de la diabetes se basa en el desarreglo de los sistemas de

regulacion de almacenamiento y movilizacion de los combustibles del metabolismo [1].

Las dos formas mas comunes de diabetes son la DM tipo 1 por disminucion en la
produccion de insulina por destruccidn de las células B pancreaticas (mediante
mecanismos autoinmunes e idiopaticos) y la DM tipo 2 que se origina por una
resistencia insulinica periférica (respuesta dafiada de insulina y células B pancreaticas),

siendo esta Ultima la causa mas frecuente de diabetes (85-95%) [2].

La diabetes es una patologia cronica de gran morbimortalidad que preocupa cada
vez mas por su gran aumento en incidencia y prevalencia en todo el mundo, llegando a
ser considerada por la OMS como la pandemia del siglo XXI.

En Espafa, la prevalencia de DM es practicamente del 14%, de las personas
afectadas aproximadamente la mitad desconocen que la padecen. La prevalencia de
diabetes y alteraciones de la regulacion de glucosa aumenta significativamente con la
edad y es mas elevada en hombres [3].

Hasta el momento no existe ningln tratamiento curativo, basandose su terapia en el
control de la glucemia. Por ello se han abierto muchas vias de investigacién para poder

encontrar la ansiada y definitiva cura de la diabetes.

Una de las lineas mas potentes de investigacion sobre diabetes se encuentra en el
estudio del metabolismo de la insulina. La insulina producida en las células 8 de los
islotes pancreaticos tiene funciones pleiotropicas, incluida la regulacion del
metabolismo de glucidos, lipidos y aminoacidos [4]. La DM tipo 2 comienza siendo un
fendbmeno de resistencia insulinica periférica, que en su evolucion provoca una
compensacion de las células B pancreaticas. La disfuncion de estas células, junto a
una activacion de su muerte celular, acaba produciendo el debut de diabetes franca.

En este estudio nosotros proponemos estudiar una proteina involucrada en la
degradacion de la insulina, conocida como insulin degrading enzime (IDE), cuya

funcion en la célula B es desconocida.




- Insulin Degrading Enzyme (IDE)

Hasta hace poco tiempo se entendia que la degradacion de insulina era un
mecanismo pasivo y no se asociaba a la regulaciéon de su metabolismo. Recientes
hallazgos han demostrado que esto no es asi, el metabolismo y la degradacion estan
estrechamente regulados. Alteraciones en la pérdida de la homeostasis de la insulina
se asocian a enfermedades como la DM tipo 2. Una enzima con gran implicacion en

este proceso es la insulin degrading enzyme (IDE) o enzima degradadora de insulina.

IDE es una metaloproteasa de zinc estructuralmente conservada (Figura 1), de
localizacion ubicua en el organismo que degrada e inactiva varios péptidos bioactivos

como insulina, glucagon, amilina y péptido B- PEHRGS

amiloide, previniendo la formacién de agregados 'DE'";@ IDEC

peptidicos en los compartimentos subcelulares.
IDE se expresa en todos los tejidos y sus niveles
pueden ser modulados por multiples sefales
(estrés, insulina, glucagén, acidos grasos...).
Existen varios subtipos especificos de IDE que

muestran diferentes afinidades segun el sustrato [4].  Figura 1. Estructura dimérica de IDE [4].

Defectos en IDE se han visto asociados al desarrollo de enfermedades tan
relevantes como Alzheimer y DM tipo 2. Hay varias publicaciones que estudian IDE
como una posible diana terapéutica contra el Alzheimer [5].También se ha estudiado la
funcién de IDE en higado (6rgano donde se ha visto mayor aclaramiento de insulina
por sobreexpresion de IDE) [6]. No obstante, son pocas las publicaciones que se han
hecho a dia de hoy para dilucidar el papel de IDE en el islote pancreético. De hecho, su
papel en la regulacién de la homeostasis de glucosa es controvertida y hay pocos
estudios llevados a cabo sobre este tema [7, 8, 9, 10, 11].

Por un lado se ha visto IDE como una posible diana terapéutica. Una de las primeras
teorias que surgieron en relacion a IDE fue que su inhibicién podria llevar a aumentar
la vida media de insulina circundante, y de este modo ser beneficioso en el tratamiento
de la diabetes con el fin de aumentar la captacion de glucosa [7]. Esta teoria esta en
contradicho: existen publicaciones que muestran que al reducir la actividad de IDE
aparece un fenotipo diabético [8, 9]. De hecho, estudios recientes han mostrado que
ratones knock out para IDE tienen disminuida la capacidad de secreciéon de insulina,

debido a un fallo en el recambio de los granulos de insulina en las células 3 [10]. Por




otro lado, otros estudios han visto que la sobreexpresion de IDE en higado se asocia a
una disminucién en la eficiencia de la via de sefalizacion de la insulina [11].
Hay que afadir que el locus genético que contiene el gen de IDE también se ha

asociado a una mayor susceptibilidad de padecer diabetes [12].

Debido a la incertidumbre sobre el verdadero papel de IDE en la diabetes y como
potencial diana terapéutica en el tratamiento de la misma, es necesario llevar a cabo

nuevos estudios que ayuden a esclarecer su funcion.




HIPOTESIS Y OBJETIVOS

- Hipotesis

e La expresion de IDE esta aumentada en los islotes pancreaticos de ratones
hiperinsulinémicos e hiperglucémicos db/db respecto a una poblacion de ratones

control.

- Objetivos

» Caracterizar la proporcion de células B pancreaticas en los islotes pancreaticos de
los ratones db/db respecto al control.

= Comparar la expresion de IDE en los islotes pancreaticos de ratones db/db y
control.

» Estudiar la expresion de IDE en los distintos tipos celulares del islote pancreético
en ratones db/db y control.

» Estudiar la expresion de IDE en el pancreas de ratones db/db “compensadores”,

subpoblacién de ratones db/db que no desarrollan diabetes.




MATERIALES Y METODOS

- Caracteristicas de las poblaciones a estudio y obtencion de muestras

Las muestras utilizadas proceden de una colonia de ratones del animalario de la
Universidad de Cadiz. Estos ratones poseian una mutacion homocigota en el receptor
de la leptina que les hacfa nulos para la misma (fueron llamados Lepr®®, de aqui en
adelante ratones db/db). La ausencia de receptor de leptina produce polifagia en estos
animales, que se hacen obesos desde una edad temprana, ademas de desarrollar
resistencia insulinica y diabetes.

Segun la caracterizacion de estos ratones (llevada a cabo en el laboratorio de la Dra.
Cobzar), en la semana 6 de vida comienzan un estado hiperglucémico y a partir de la
semana 9 desarrollan diabetes franca. Desde la semana 4 hasta la 16 mantienen un
estado de hiperinsulinemia. Por lo tanto, son buenos modelos preclinicos de DM tipo 2
[13].

Ademas se ha empleado una colonia de ratones compensadores (de ahora en
adelante db/db-COMP), se trata de ratones db/db que no llegan a desarrollar diabetes,
sino que se mantienen constantemente con resistencia insulinica compensadora.

Los ratones empleados como controles (WT) carecian de mutacién en el receptor de

leptina.

El pancreas fue obtenido posteutanasia con CO,. El tejido se fij6 en 10% de
formalina y posteriormente se incluyé en parafina. Los bloques de parafina fueron
seccionados en cortes de 5um utilizando un microtomo. Estos cortes son los que se

procedieron a tefiir en nuestro estudio.

Para este estudio dispusimos de una colonia de | 12semanas 26 semanas
o L L N2: 21
ratones adultos (12 semanas: hiperinsulinémicos e N%: 23
hiperglucémicos) y de ratones envejecidos (26
. . : . Control Control
semanas: hiperglucémicos). Dispusimos de 13 muestras | NIA: 13 NZA: 7
de pancreas de ratones WT de 12 semanas de edad y
10 de ratones db/db de la misma edad. A su vez, db/db | | db/db
— 2B-
dispusimos de 7 muestras de pancreas de ratones WT, NB: 10 N": 10
10 muestras de ratones db/db y 4 de ratones db/db-
db/db-COMP
COMP, todos ellos de 26 semanas de edad. — N2C: 4

Figura 2. Distribucién de muestras.




- Tincién de pancreas de ratén y obtenciéon de imagenes

Los cortes de pancreas de ratén fueron marcados con anticuerpos anti-insulina
(verde), anti-IDE (rojo) y DAPI (marcaje azul de los acidos nucleicos para detectar los

nucleos).

El protocolo de marcaje IDE/insulina en secciones de pancreas fue como se
describe: se eliminé la parafina de los portas sumergiéndolos en una bateria de
alcoholes comenzando con xilol absoluto (15 minutos) y posteriormente en alcoholes
de concentraciones decrecientes (100%, 95%, 80% y 70%) durante 10 minutos en
cada uno.

Se realizaron 2 lavados de 5 minutos con PBS 1x (137mM NacCl, 2,7mM KCI, 10mM
Na,HPO4, 2mM KH,PO,) previamente al desenmascaramiento de los antigenos con
citrato sédico (10mM &cido citrico - pH6) en un hervidor de vapor a maxima potencia
durante 20 minutos. Tras el hervidor se dejaron atemperar los portas y se realizaron
otros 3 lavados con PBS 1x de 5 minutos cada uno.

Para evitar uniones inespecificas de los anticuerpos, se afiadieron 100ul/porta de
una disolucion de bloqueo (PBS 1x, 2% NGS, 1% BSA) y se incub6 durante 1 hora en
una cadmara hiumeda a temperatura ambiente.

El anticuerpo primario diluido en la disolucion de bloqueo fue incubado durante toda
la noche en una camara humeda a 4°C. Los anticuerpos empleados y sus
concentraciones se describen en la Tabla 1.

Al dia siguiente se hicieron 3 lavados de 5 minutos con PBS 1x y se bloqueé durante
10 minutos con disolucion de bloqueo a temperatura ambiente.

A continuacién se incub6 con anticuerpo secundario en disolucion de bloqueo en
camara humeda en oscuridad durante 30 minutos. Los anticuerpos secundarios son

complementarios a los primarios segun se especifica en la Tabla 1.

Anticuerpos primarios Anticuerpos secundarios ‘

Anticuerpo | Dilucién | Especie Casa' Anticuerpo Dilucion Casa'
comercial comercial
. Am.l_ 1:2000 Raton SIGMA = Alexa 4§8 anti- 1:200 Invitrogen
insulina raton
. . - Al 4 i- .
Anti-IDE | 1:2000 | Conejo Millipore | = exsoigejoam' 1:300 Invitrogen

Tabla 1. Anticuerpos primarios y secundarios para inmunofluorescencia.

Finalmente se realizaron 3 lavados de 5 minutos con PBS 1x y se monto la

preparacion con una gota (15ul/porta) de DAFCO+DAPI (medio de montaje con




marcador nuclear) a una dilucién 1:1000, protegiéndose con un cubreobjetos. Las
muestras fueron guardadas en oscuridad a 4°C hasta el momento de sacar las

fotografias.

Las imagenes de todos los islotes pancreaticos de cada corte fueron tomadas con
un microscopio de fluorescencia NIKON Eclipse 90i asociado con camara CCD marca
NIKON, modelo DSRi1, con un objetivo 20X. Las imagenes fueron visualizadas con los

filtros necesarios para obtener las imagenes de insulina, IDE y DAPI.
- Contaje celular

El anadlisis de las imagenes de islotes pancreaticos se realizO con el programa
informético ImageJ (NIH, EEUU). Este programa permite superponer imagenes de los
distintos tipos de marcajes del mismo corte de islote para llevar a cabo un eficaz
recuento de células.

Se contaron las células B pancreaticas (todas las células insulina POSITIVO),
células no B pancreaticas (células no insulina POSITIVO en el islote pancreatico) y
células IDE en islote pancreatico (en insulina POSITIVO y NO POSITIVO).

- Andlisis estadistico

Para analizar los datos recogidos se ha empleado el programa Microsoft Excell,
distinguiéndose los datos de 12 y 26 semanas. Dentro de cada una de las edades se
representaron los datos de los ratones db/db respecto a los WT, no haciendo distincion
entre machos y hembras.

En el andlisis estadistico se ha utilizado el test de la t Student cuando se
comparaban dos condiciones, y el test de Kruskal-Wallis (prueba de andlisis de
varianza no paramétrica, one-way ANOVA) cuando habia mas de dos condiciones a
comparar. Los datos se expresaron como media + SEM, siendo significativo cuando
p<0,05.

Las graficas y los test estadisticos fueron llevados a cabo con el programa
GraphPad.




RESULTADOS

- Estudio de la poblacion de células B pancreaticas

El porcentaje de células B pancreaticas es una medida del estado funcional del
pancreas endocrino. Para caracterizar el porcentaje de la poblacion de células insulino
positivas del islote en los distintos grupos de estudio, se llevdé a cabo un recuento a
partir del marcaje para insulina (Figuras 3y 4).

Desde un enfoque cualitativo, cabe destacar que las tinciones de insulina hechas
sobre péncreas de ratones control (WT) se caracterizaron por ser compactos,
redondeados, uniformes y adquirir un marcaje insulino positivo de mayor intensidad,
mientras que los islotes de los ratones db/db presentaron caracteristicas mas
desestructuradas y una expresion de insulina mas heterogénea, de menor intensidad y
de caracteristicas mas difusas (ver fotos representativas en Figuras 3 y 4). Dentro de
los distintos grupos, esta desestructuracion y pérdida de intensidad de la tincién fue
mas patente en los animales de 26 semanas (envejecidos).

Insulina Insulina + DAPI

Control

db/db

Figura 3. Imagenes representativas de los islotes de cada subgrupo de
estudio de los animales de 12 semanas al microscopio de fluorescencia.
Marcaje citoplasmatico verde: insulina. Tincidon nuclear azul: DAPI.
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Insulina Insulina + DAPI

db/db Control

db/db COMP

Figura 4. Imagenes representativas de los islotes de cada subgrupo de
estudio de los animales de 26 semanas al microscopio de fluorescencia.
Marcaje citoplasmatico verde: insulina. Tincién nuclear azul: DAPI.

En los animales de 12 semanas no se vieron diferencias significativas en cuanto al
numero de células 3 pancreaticas entre los animales control y los db/db (Figura 5).

No obstante, en los animales de 26 semanas si se observaron diferencias
significativas en el numero de células B pancreéticas por islote: fue significativamente
menor en las muestras procedentes de animales db/db (72%) que en animales WT
(78%), también hubo diferencias significativas entre las muestras de animales db/db
“‘compensadores” y animales db/db (Figura 6). En este caso vimos que el porcentaje de
células B de los db/db “compensadores” se asemejaba a los valores mostrados en los
pancreas WT.
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Figura 5. Ratio de células B por islote de Figura 6. Ratio de células B por islote de pancreas
pancreas de animales de 12 semanas en de animales de 26 semanas en muestras de
muestras de animales control y animales animales control, db/db y db/db “compensadores”
db/db. (db/db COMP). p<0.05 (significativo)

- Estudio de la expresion de la proteina IDE

La expresion de la proteina IDE en el islote fue evaluada mediante el marcaje IDE,
insulina y DAPI (Figuras 7 y 8). De este modo comparamos su expresion por grupos de
poblacién (control, db/db y db/db “compensadores”) y por ubicacion dentro del islote
(células totales, células B pancreaticas, células no- pancreaticas).

Descriptivamente, las células IDE positivas se distribuyeron mayoritariamente en la
periferia del islote en células no-B en ratones control, a diferencia de la expresion de

IDE positiva en ratones db/db que se localizé de manera mas dispersa por todo el islote

(Figuras 7 y 8).

Al analizar las muestras de los animales de 12 semanas, vimos en el islote total
una expresion aumentada de IDE en los animales db/db (5.1%) respecto a los WT
(3.8%), diferencias que no llegaron a ser significativas (p=0.08) (Figura 9).

En estas mismas muestras de animales de 12 semanas, al estudiar la expresion de
IDE en células B pancreaticas, encontramos diferencias significativas en el aumento
de expresion entre las muestras de islotes de animales db/db (4.0%) respecto a las de
animales WT (0.8%) (Figura 10), mostrando un incremento de cinco veces.

Para acabar con el andlisis en este grupo de 12 semanas, al procesar los datos
referentes a la expresion de IDE en células no-B pancreaticas, cabe destacar que
hubo una disminucion de expresion en los de islotes de animales db/db (9.1%)
respecto a los animales control (14.8%), estos resultados no fueron estadisticamente

significativos (p=0.4) (Figura 11).
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Control

db/db

Para valorar la expresion de IDE en las muestras de animales de 26 semanas,
comparamos no solo el grupo de animales db/db respecto a animales WT, en este
grupo también teniamos muestras de animales db/db “compensadores”. Comparando
los animales db/db con los WT, encontramos que no habia diferencias significativas ni
en el recuento de células del islote totales, ni en el de células B pancreaticas, ni en el
de células no-B pancreaticas. No obstante, al igual que en las muestras de animales de
12 semanas, encontramos que el porcentaje de células que expresaban IDE en el
islote total y en las células B pancreaticas tenderia a ser mayor en los animales db/db
(Figuras 12, 13y 14).

Al comparar la expresion de IDE de los animales db/db “compensadores” con los
animales db/db, vimos una disminucién no significativa de aproximadamente el 50% en
la expresion de IDE en islote total (Figura 12). En segundo lugar, la expresion de IDE
en células B pancreaticas de los “compensadores” mostraba una disminucion no
significativa de 6 veces respecto a los db/db (Figura 13). Por otro lado, la expresion de
IDE en las células no-p pancreaticas en los distintos subgrupos (control, db/db, db/db

compensadores) no mostré cambios significativos (Figura 14).

IDE + insulina IDE + insulina + DAPI

Figura 7. Imdgenes representativas de los islotes de 12 semanas con tincioén IDE, IDE+insulina,
IDE+insulina+DAPI. Marcaje rojo: IDE. Marcaje citoplasmatico verde: insulina. Tincién nuclear
azul: DAPI.
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db/db Control

db/db COMP

IDE IDE + insulina IDE + insulina+ DAPI

Figura 8. Imagenes representativas de los islotes de 26 semanas con tincion IDE, IDE+insulina,
IDE+insulina+DAPI. Marcaje rojo: IDE. Marcaje citoplasmético verde: insulina. Tincion nuclear

azul: DAPI.
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p=0.08

IDE+f céls totales

Control dbldb

Figura 9. Expresion de la proteina IDE en islote total (n°
medio de células IDE positivas por islote) procedentes
de muestras de pancreas de animales de 12 semanas
en muestras de animales control y animales db/db.

. 20+
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g

db/db

L)
Control

Figura 11. Expresion de la proteina IDE en células no-$
pancreaticas (n°® medio de células IDE positivas por n°
de células no-B pancreaticas) procedentes de muestras
de pancreas de animales de 12 semanas en muestras
de animales control y animales db/db.
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Control db/db COMP

Figura 13. Expresién de la proteina IDE en células B
pancredticas (n° medio de células IDE positivas por n°
de células B pancreéticas) procedentes de muestras de
pancreas de animales de 26 semanas en muestras de
animales control, db/db y db/db “compensadores”
(db/db COMP).
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Control dbidb

Figura 10. Expresion de la proteina IDE en células B
pancreéticas (n°® medio de células IDE positivas por n° de
células B pancredticas) procedentes de muestras de
pancreas de animales de 12 semanas en muestras de
animales control y animales db/db. *p<0.05 (significativo)
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Figura 12. Expresion de la proteina IDE en islote total (n°
medio de células IDE positivas por islote) procedentes de
muestras de pancreas de animales de 26 semana en
db/db vy

muestras de animales control, db/db

“‘compensadores” (db/db COMP).
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Figura 14. Expresion de la proteina IDE en células no-8
pancreéticas (n° medio de células IDE positivas por n° de
células no-B pancreaticas) procedentes de muestras de
pancreas de animales de 26 semanas en muestras de
animales control, db/db y db/db “compensadores” (db/db
COMP).
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DISCUSION

La diabetes es una enfermedad que requiere cada dia mas, por su importante
prevalencia y comorbilidad, de estudios que hagan entender mejor sus mecanismos
fisioldgicos y moleculares, para asi ayudar a conseguir tratamientos mas eficaces y
seguros y para evaluar y monitorizar de forma facil y no invasiva su evolucion e incluso
respuesta al tratamiento. Centrandonos en la etiopatogenia de DM2, sabemos que al
comienzo hay una resistencia periférica a la accién de la insulina (resistencia
insulinica), lo que lleva a un aumento de la demanda de la misma. Dicho proceso, con
el tiempo, agota los mecanismos de compensacion provocando una alteracion del
funcionamiento e incluso la viabilidad de las células 8 y, en consecuencia, niveles de

hiperglucemia no compensada [2].

Nuestro estudio es un esfuerzo en la direccion de conocer mejor las bases
moleculares de la DM2 y de identificar nuevas dianas terapéuticas, como podria ser
IDE.

El estudio comenz6 con la caracterizacion de los islotes del modelo de DM2
conocido como raton db/db, que confirmd lo que ya venia publicAndose en la
bibliografia [14, 15, 16, 17] y en otros experimentos llevados a cabo en nuestro
laboratorio [18]: el porcentaje de células B pancreaticas en el islote disminuye en
pancreas de diabéticos (db/db), en los que ademas cualitativamente existe una mayor
desestructuracion. Hay que explicar que en nuestro estudio, esta diferencia no fue
significativa en las muestras de islotes de 12 semanas pero si en las de 26 semanas, lo
gue podemos achacar a que en el periodo de 12 semanas la diabetes era de reciente
instauracion (diabetes franca en ratones db/db a partir de 9 semanas). No obstante,
pese a que no vieramos diferencias cuantitativas en este grupo, si que existian a nivel
cualitativo: los islotes de animales control mostraban caracteristicas mas homogéneas
y tinciones de insulina de mayor intensidad, mientras que en los islotes de los ratones
db/db la tincibn de insulina es menos intensa y la estructura del islote mas
desorganizada, no tifiéndose todas las células B pancreaticas homogéneamente.

Esta pérdida de células B pancreaticas y de la funcion de sintesis de insulina en
diabéticos se ha explicado por medio de varias teorias: aumento de la apoptosis de
células B [19], estrés celular que ocasionaria cambios en la expresién génica de las
células B pancreaticas convirtiéndolas en células a o células inmaduras [20]. También

una alteracion en la degradacion de insulina podria tener efecto en estos cambios.
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Una de las piezas clave en la regulacion de la degradacién de insulina es la IDE
(insulin degrading enzyme), una proteasa que degrada la insulina con un alto grado de
especificidad. Se trata de una proteina ubicua en las células, que se expresa en el
citosol [21], lo cual concuerda con la localizacion de IDE que encontramos en nuestras

muestras al realizar la inmunofluorescencia para IDE.

En nuestro estudio, los datos mas relevantes que hemos conseguido en cuanto a la
evaluacion de expresion de IDE se asocian al aumento significativo de expresion de
IDE en células B en ratones db/db frente a ratones control en el subgrupo de 12
semanas, si bien se ve aumento no significativo de expresion global en todo el islote en
los mismos ratones. Estos resultados concuerdan con otros previos de nuestro
laboratorio donde se ha visto por western-blot un aumento de la expresion de IDE en
los islotes pancreéticos de ratones db/db de 12 semanas frente a WT [22]. En los
animales de 26 semanas existe el mismo patrén de expresion pero menos llamativo:
mayor expresion en los ratones db/db que en los control que no llega a ser significativa.

En primer lugar, sabemos que en los animales db/db estudiados a las 12 semanas
todavia actian los mecanismos compensadores y existe una hiperinsulinemia clara que
desaparece en ratones de mayor edad, por lo que los ratones de 26 semanas son
ratones diabéticos no hiperinsulinémicos [13]. Al haber hiperinsulinemia hay que
degradar mas insulina, por lo que existe un aumento de expresion de IDE mas
marcado en el islote. Esta teoria ademas se sostiene por estudios que han observado
gue la exposiciéon a insulina aumenta la actividad de la proteina IDE, lo cual provoca un
aumento de la expresion de dicha proteina [18, 23].

Hemos visto que el aumento de expresién de IDE es significativo en células 3 de 12
semanas db/db (hiperinsulinémicos). Podemos hipotetizar que este hecho se puede
deber a un proceso que puede contribuir a la patogenia de la diabetes, que acaba
haciendo que se produzca una disminucién de la insulina efectiva, de modo que
promueve una mayor produccién por parte de estas células 3, que acabaria por agotar
el mecanismo de compensacion hiperinsulinémico y promover hiperglucemias no
compensadas y desregulacion de la funcion de la célula .

Por otro lado, al igual que en estudios previos [18, 21], hemos visto que la expresion
proporcional de IDE en el islote es mayor en células no-f que en B, lo que podria

indicar un papel importante de IDE en las células que no producen insulina en el islote.

En cuanto al subgrupo de animales db/db “compensadores”, todos ellos de 26
semanas, observamos que existen diferencias, aunque no significativas, de

disminucién de expresion de IDE en células totales y, especificamente, en células

( )
1 ¥ )



respecto a los animales de 26 semanas db/db. Estos animales db/db compensadores,
pese a tener mutado el gen del receptor de leptina que les predispone a padecer DM2,
no la llegan a desarrollar y presentan caracteristicas tanto cualitativa como
cuantitativamente similares a las muestras de animales control de 26 semanas (no
diabéticos) [13]. Estos db/db “compensadores” muestran un perfil de expresiéon de IDE
muy similar al modelo de ratén no diabético del estudio (26 semanas control), lo que
nos ayuda a defender la teoria de que la sobreexpresion de IDE en animales db/db de
26 semanas es un mecanismo patogénico que contribuye al desarrollo de diabetes. La
ausencia de significancia estadistica en este grupo se debe a que la N=4 es baja.

Comparando nuestros resultados con estudios descritos en humanos diabéticos
insulinizados [18], observamos que al igual que en humanos, la expresion de IDE en
células totales del islote de raton es mayor en sujetos diabéticos. Sin embargo, en
nuestro estudio con ratones la expresion de IDE en células no-f es menor en
diabéticos, mientras que en humanos se ha visto una mayor expresion en diabéticos.
Estas diferencias las podemos explicar por varias razones: se trata de especies
diferentes y ademas el perfil de los sujetos diabéticos es muy diferente. En nuestro
estudio todos los ratones tienen una mutacion definida que les predispone a padecer
diabetes, mientras que en humanos el perfil diabético es heterogéneo (distinto origen
genético, distinta gravedad, tiempo de evolucidn, fisiopatologia) y son diabéticos en

tratamiento (con antidiabéticos orales y/o insulina).

Un hecho a tener en cuenta respecto a nuestros resultados es que hemos
observado dos estadios funcionales diferentes en las células B, que se reflejan en la
intensidad de la tincion de insulina. Es decir, cuando una célula se tifie con menor
intensidad (como pasaba con los islotes de ratones db/db), quiere decir que es una
célula B que contiene insulina pero que quiza esté préxima a dejar de ser funcional, por
lo que el contenido de insulina es menor. Por tanto, quiza seria interesante realizar otro

tipo de contaje que tenga en cuenta intensidades de tincion en los islotes pancreaticos.

Los resultados obtenidos en este estudio necesitan de una mayor profundidad,
aumentando el tamafio muestral por un lado e introduciendo otros modelos animales
hiperinsulinémicos y diabéticos para esclarecer el papel de IDE y los mecanismos que
lo implican en la homeostasis de la glucosa y lo involucran en la fisiopatologia de la
DM2. Si se continta esta linea de investigacion, es posible que se confirme que la
modificacion de la expresion de IDE pueda ser una herramienta terapéutica para la

prevencion y/o reparacion de la funcion de las células 3 pancreaticas en la DM2.
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CONCLUSIONES

La proporcion de células [ pancreaticas en los islotes de ratones
hiperinsulinémicos db/db de 12 semanas es similar al control; sin embargo, hay
una disminucion de células B pancreaticas en ratones db/db hiperglucémicos de
26 semanas.

La expresion de IDE aumenta en las células de los islotes pancreaticos de ratones
hiperinsulinémicos e hiperglucémicos db/db (12 semanas), este incremento se
debe fundamentalmente a un aumento en la expresion de IDE en las células B
pancreéticas.

La expresion de insulina e IDE en el islote pancreéatico de los ratones db/db
“‘compensadores” tiene un comportamiento mas parecido a los ratones control que
a los db/db.

La expresion de IDE aumenta en las células endocrinas de modelos de ratones
diabéticos (db/db), del mismo modo que en humanos diabéticos insulinizados.

IDE es una potencial diana terapéutica para el tratamiento de la diabetes mellitus

tipo 2.
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Introduccion ' | Resultados

2 Diabetes mellitus (DM): sindrome endocrino metabdlico caracterizado por hiperglucemia e e sl
intolerancia a la glucosa debido a una falta de insulina y/o a una deficiencia de accién de la [ 1 Poblacién de células B pancreéticas [

misma.

Insulina Insulina + DAPI

12 semanas: no 26 semanas:
aumenta el n® de

células B

aumenta el n? de
células B

A Insulina Insulina + DAPI "

2 Hasta el momento no existe ningin i curativo, b d su terapia en el
control de glucemias. Por ello se han abierto muchas vias de investigacion para poder
encontrar una cura de la diabetes. g
§
2 DM tipo 2: resistencia insulinica periférica - compensacion de las células B pancredticas // S
Di: ion de células B p: icas + muerte celular > debut de diabetes franca
2 IDE (insulin degrading enzyme): proteina de localizaciéon ubicua en el organismo que
degrada e inactiva varios péptidos bioactivos (insulina, glucagon, amilina y B-amiloide) para
prevenir la formacién de agregados peptidicos.
2 El papel de IDE en el islote pancredtico es poco conocido. Su papel en la regulacion de la e -~y

homeostasis de glucosa es controvertida y hay pocos estudios llevados a cabo sobre este

tema. Figura 1. A) Imagenes representativas de los islotes de cada subgrupo de estudio de los
animales de 12 semanas al microscopio de fluorescencia, Marcaje citoplasmitico verde:

db/db

db/db COMP

Figura 2. A) Imigenes representativas de los islotes de cada subgrupo de estudio de los
 Varias eorias: i, T ke DA B ot o S et e P S | i oo sk O ot s o e e i
* Inhibicion de IDE puede llevar a aumentar la vida media de la insulina > beneficioso para \ ' if,}i,'s"?::i.iﬁ.'!‘,,";i'L’;Z’JSL’;‘?:;,Z‘.’,"},’S,};Z(,‘,ZZSZSL’N‘Z,"“"'“‘“"” it
el tratamiento de DM.
+ Reduccion de la actividad de IDE favorece fenotipo diabético = perjudicial en la | %
etiopatogenia de la DM. 1 Exﬂresién de IDE

1DE Hnsunna +

IDE + insulina

2 Son necesarios nuevos estudios en IDE para:

+ Intentar descubrir el verdadero papel de IDE en la DM. 12 semanas: aumento de IDE, sobre todo en células B J
*+ Certificar si IDE es una | diana enel de laDM.
= p=0.08 )
Hipotesis y objetivos '
Hipétesis:
7 La expresion de IDE esta aumentada en los islotes pancreaticos de ratones hiperinsulinémicos
e hiperglucémicos db/db respecto a una poblacién de ratones control.

Objetivos:

% Caracterizar la proporcién de células B pancreaticas en los islotes pancreaticos. Figura 3. A) Imégenes representativas de los isotes de 12 semanas con tincidn IDE, IDE+insulina, je rojos IDE. Marcaje verde: insulina, Tincidn nuclear azut

. A : = 2 DAPI B) Expresin de a proteina IDE enislote total (n medio de células IDE positivas por islote) procedentes de muestras de péncreas de animales de 12 semanas en muestras de animales control

* Comparar la expresion de IDE en los islotes pancredticos y en los distintos tipos celulares. y animales db/db. C) Expresidn de la proteina IDE en células B pancreaticas (n® medio de células IDE positivas por ne de células B pancredticas) procedentes de muestras de pincreas de animales

% Estudiar la expresion de IDE en el pancreas de ratones db/db “compensadores”. de 12 semanas en muestras de animales control y animales db/db. *p<0.05 {significativo). D) Expresidn de 1a proteina IDE en células no-B ymmanus (n® medio de células IDE positivas por n® de
células no-B pancredticas) procedentes de muestras de pancreas de animales de 12 tras de animales control y animales db/db.
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a I la es y me 0 os | 26 semanas: aumento de IDE sin variacién significativa
/ Modelo de estudio de obesidad y diabetes: Rat6n db/db (KO para el receptor de leptina). "\
+12 semanas de edad: Obesos, hiperinsulinémicos, insuli i DM2. 3
+26 semanas de edad: Obesos, insulino-| res:stentes, DM2 A
+26 semanas de edad COMP: Obesos, hiperinsuli i i A
4 alas 12 semanas (no db/db COMP)
a las 26 semanas
\ Comeel  dbdb _ dbidb COUS Come @b dbdbCOMP
y Figura 4. A) de los islotes de 26 tincidn IDE, IDEsinsulina, IDE+insulina+DAPI
/ Marcaje rojo: IDE. Marcaje citoplasmatico verde: insulina. Tincién nuclear azul: DAP. B) Expresién de la proteina IDE
en islote total (n? medio de células IDE positivas por islote) procedentes de muestras de pancreas de animales de 26
semana en muestras de animales control, db/db y db/db “compensadores” (db/db COMP). C) Expresién de la
proteina IDE en células B pancredticas (n® medio de células IDE positivas por n? de células B pancredticas)
procedentes de muestras de pancreas de animales de 26 semanas en muestras de animales control, db/db y db/db
“compensadores” (db/db COMP). D) Expresion de la proteina IDE en células no-§ pancredticas (n? medio de células
o IDE positivas por n® de células no-B pancredticas) procedentes de muestras de pancreas de animales de 26 semanas
en muestras de animales control, db/db y db/db “compensadores” {db/db COMP). Control N=7; db/db N=10; db/db

COMP N=4.
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¥ La proporcién de células B pancredticas en los islotes de ratones hiperinsulinémicos db/db de 12 semanas es similar al control; sin

embargo, hay una disminucién de células B pancredticas en ratones db/db hiperglucémicos de 26 semanas.

¥ La expresion de IDE aumenta en las células de los islotes pancredticos de ratones hiperinsulinémicos e hi émicos db/db (12
este inc se debe fi aun en la expresion de IDE en las células B pancreaticas.

—

v'La expresién de insulina e IDE en el islote pancredtico de los ratones db/db “c
parecido a los ratones control que a los db/db.

" tiene un compor i mas

+ La expresion de IDE aumenta en las células endocrinas de modelos de ratones diabéticos (db/db), del mismo modo que en humanos
diabéticos insulinizados.

¥ IDE es una ial diana dutica para el t i de la diab mellitus tipo 2.







