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ABREVIATURAS

16:0: Acido hexadecanoico.

16:1n-7: Acido cis-9-hexadecenoico.

16:1n-9: Acido cis-7-hexadecenoico.

18:1n-7: Acido cis-11-octadecenoico.

18:1n-9: Acido cis-9-octadecenoico.

BSA: Albumina de suero bovino (Bovine Serum Albumin).
CE(22:1n-9): Colesteril erucato.

CE: Ester de colesterol (Cholesteryl Ester).
DAG(17:0/17:0): 1,2-diheptadecanoil-sn-glicerol.
DAG: Diacilglicerol.

DMSO: dimetil sulféxido.

ELISA: Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay).

FBS: Suero fetal bovino (Fetal Bovine Serum).

GC-MS: Cromatografo de gases acoplado a un detector de espectrometria de
masas. (Gas Chromatography-Mass Spectrometry).

HBSS: HEPES balanced salt solution.

MTT: 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2, 5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide.
PBS: Tampon fosfato salino (Phosphate Buffered Saline).
PC(17:0/17:0): 1,2-diheptadecanoil-sn-glicero-3-fosfocolina.

PC: Fosfatidilcolina.

PL: fosfolipidos.

SEM: error estandar de la media (standard error of mean)
TAG(17:0/17:0/17:0): 1,2,3-triheptadecanoil-sn-glicerol.

TAG: Triacilglicerol.

TLC: Cromatografia en capa fina (Thin-Layer Chromatography).
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INTRODUCCION

Diabetes Mellitus

Segun la definicién de la OMS, “la diabetes es una enfermedad crénica que aparece
cuando el pancreas no produce insulina suficiente o cuando el organismo no utiliza
eficazmente la insulina que produce”.!

Los principales tipos de diabetes son: diabetes tipo 1, caracterizada por la ausencia
de sintesis de insulina; diabetes tipo 2, cuyo origen es la incapacidad del cuerpo para
utilizar eficazmente la insulina de la que dispone (resistencia periférica a la insulina) y
diabetes gestacional, la cual conlleva una hiperglucemia asociada al embarazo.

La prevalencia de esta enfermedad es del 8,8 % a nivel mundial segun datos del afio
20172, y del 13,8 % en Espafia segun datos del afio 2012.3 Se calcula que cerca de
500 millones de personas viven con diabetes en la actualidad.

La diabetes produce el 10,7% de la mortalidad mundial en adultos de 20 a 79 afos,
esta cifra supera a la suma de fallecimientos por las principales enfermedades
infecciosas. Esta enfermedad supone un gran impacto a nivel sanitario y econémico:
se producen en torno a 4 millones de muertes anuales y un gasto sanitario de 727 mil
millones de délares a nivel mundial.?

Nimero de muertes por diabetes (20-79 afios) en 2017
en millones

/f

Figura 1. Numero de muertes producidas por diabetes en 2017, poblacion de 20 a 79 afios. Datos en
millones. Comité de la 82 edicidn de Diabetes Atlas 2017 (Federacion Internacional de Diabetes).?

Pancreas endocrino

La insulina es una hormona producida por el pancreas, la cual permite la entrada de
glucosa en los tejidos para su uso como fuente de energia.

El pancreas tiene una funcion exocrina, 98%, y endocrina, 2%. Las células
responsables de la funcion endocrina del pancreas se distribuyen en islotes ordenados
llamados islotes de Langerhans (Figura 2).

——
I
| —
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" " o Los islotes se conforman por distintos
s A8 ,.;-r"’, tipos celulares, entre ellos la célula
3 Ta Jo - s peta, tipo celular mas abundante en el
A oo ' 9 g islote  (50-80% en humanos) Yy
4 Y Gl S1e . responsable de la secrecibn de
o = - " /‘. Células alfa insulina.
P /" Nipha cell
Las células beta-pancreaticas secretan
Y insulina al torrente sanguineo mediante
s exocitosis de esta hormona. La insulina
. 0\:\'. Bl o permite regular los niveles de glucosa
o) \teTes en sangre.

st deLangerons Una insuficiencia en la produccion de
insulina o una sefializacion ineficiente
Figura 2. Islote pancreéti_co_ con sus distintos (resistencia a la insulina en los tejidos

tipos celulares (http://elbibliote.com/resources/ ces .
Temas/html/638.php). periféricos) rompe la homeostasis de la

glucosa, provocando hiperglucemia,

niveles elevados de glucosa en sangre.* Con el tiempo, la hiperglucemia provoca
dafios a nivel celular y afecta al funcionamiento de multiples 6rganos.

La célula beta-pancreatica responde a la hiperglucemia liberando insulina con el fin
de disminuir los niveles de glucosa. La hiperglucemia sostenida en el tiempo provoca
que fallo progresivo vy, finalmente, muerte celular de la célula beta-pancreatica; esto
se debe, entre otros factores, a la toxicidad de la glucosa, el estrés de reticulo,
lipotoxicidad y a las citoquinas pro-inflamatorias.>®

Modelos de célula beta-pancreatica: INS-1E

Para el estudio de la diabetes se precisa de modelos adecuados, in vitro se pueden
utilizar islotes pancreéticos aislados, usualmente de origen murino y humano, aunque
estos ultimos son complicados de obtener; y lineas celulares. Existen diversos
modelos de célula beta-pancreéatica, los mas estables y reproducibles son de roedor,
como BTC3, BRIN-BD11, MING, INS-1E, etc.

La linea celular INS-1E’ es un modelo in vitro de célula beta-pancreatica obtenida a
partir de una seleccién clonal de otra linea, células INS-1,2 obtenidas a partir de un
insulinoma de rata. Esta linea celular es estable, altamente diferenciada y es capaz
de responder ante estimulos de alta glucosa, sintetizando y secretando insulina.
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Diabetes e inflamacion

En el desarrollo de la diabetes estan involucrados procesos inflamatorios. La diabetes
tipo 1 es una enfermedad autoinmune que ataca a la célula beta-pancreatica y
destruye su masa, se produce una inflamacion aguda inherente al proceso
autoinmune, a medida que se pierden las células beta-pancreaticas, la produccion de
insulina disminuye hasta la perdida de toda la masa de células beta.®

La diabetes tipo 2 se desarrolla frecuentemente junto con una inflamacion sistémica
de bajo grado relacionada con la obesidad y el propio estrés al que estdn sometidas
las células ante la demanda de insulina.® Se incrementan los niveles de citoquinas en
circulacién producidas por diferentes tipos celulares, como adipocitos o macréfagos.!!
Estas citoquinas estan también asociadas con la disminucion de la sensibilidad a la
insulina en los tejidos periféricos.*?

En conclusion, la diabetes es una enfermedad crénica que cursa con inflamacion,*® y
gue provoca la disfuncién y muerte de la célula beta, por lo que es necesario estudiar
como prevenir su fallo y muerte celular, desde un enfoque antiinflamatorio.

Acidos grasos, inflamacion y células beta-pancreéticas

Se sabe que acidos grasos como EPA (20:5n-3) o DHA (22:6n-3), ambos &cidos
grasos omega-3 con efectos antiinflamatorios, mantienen la funcién de modelos de
célula beta-pancreatica en condiciones de lipotoxicidad.'4

También se sabe que ciertos acidos grasos monoinsaturados, como el &cido oleico
(18:1n-9), al que se le atribuyen propiedades antiinflamatorias, previene los efectos
deletéreos en las células beta-pancreaticas de altos niveles de glucosa y palmitato,
ademas, restauran su funcién y promueven la proliferacién de la célula beta.®

En los ultimos afios se ha estudiado el &cido palmitoleico (16:1n-7) ( Figura 4), otro
acido graso monoinsaturado, el cual tiene un papel controvertido en sus efectos en el
metabolismo a nivel sistémico como hormona o “lipoquina”. Muchos articulos hablan
de sus grandes efectos beneficiosos para el sindrome metabdlico, como mejorar la
resistencia a la insulina en tejido muscular, disminuir la esteatosis hepétical®, efectos
protectores de la célula beta-pancreatica,'® y propiedades antiinflamatorias,”:'8 entre
otros; pero otras publicaciones sostienen un efecto totalmente contrario: que el acido
palmitoleico induce la esteatosis hepatical® y tiene efectos deletéreos en el
pancreas.?® Estas discrepancias se deben fundamentalmente a efectos distintos
segun la especie estudiada, humano o modelos murinos.

Recientemente, se ha identificado y caracterizado un isémero posicional del
palmitoleico, el acido graso 7-hexadecenoico (16:1n-9) (Figura 3). Este acido graso
posee un doble enlace en posicién “cis” en el carbono 7, a diferencia del acido
palmitoleico que lo tiene en el carbono 9 ( Figura 4).
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O O

= OH = OH

Figura 3. Acido graso 7-hexadecenoico, 16:1n-9. Figura 4. Acido palmitoleico. Acido graso
9-hexadecenoico, 16:1n-7.

Este acido graso, a diferencia de sus isomeros posicionales palmitoleico (16:1n-7) o
sapiénico (16:1-10), que tienen su origen en la desaturacion directa del acido palmitico
mediante las desaturasas A° (estearoil-CoA desaturasa-1, SCD-1) y A® (4cido graso
desaturasa-2, FADS2), proviene de la B-oxidacion del 4cido oleico (18:1n-9).%!

Palmitic acid elongation Stearic acid

16:0 18:0
SCD-1 SCD-1
Palmitoleic acid Oleic acid

16:1n-7 18:1n-9

' B-oxidation

v

7-Hexadecenoic acid
16:1n-9

Figura 5. Sintesis del acido graso 7-hexadecenoico a partir del acido oleico mediante -oxidacion.?!

El acido graso 7-hexadecenoico (16:1n-9) es prometedor como biomarcador de
enfermedades cardiovasculares gracias a su acumulacion en las gotas lipidicas de los
monocitos con fenotipo “foamy cell” y posee potentes efectos antiinflamatorios
comparables a acidos grasos omega-3 como el DHA (22:6n-3).2%:22

Por todo lo descrito anteriormente, en este estudio se pretende profundizar en el papel
del acido graso 16:1n-9 en la funcién de las células beta-pancreéticas y su efecto
sobre el contenido de acidos grasos en condiciones de normoglucemia o bajo un
estimo de alta concentracion de glucosa.

'
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
Hipotesis

El a4cido graso 16:1n-9 se incorpora a la célula beta-pancreatica y tiene efectos
beneficiosos sobre su funcion celular.

Objetivos

« Estudiar la viabilidad de las células beta-pancreaticas en presencia del acido
graso 16:1n-9.

« Estudiar la funcién de la célula beta-pancreatica en presencia del 4cido graso
16:1n-9.

% Identificar y cuantificar los acidos grasos presentes en la célula beta-
pancreatica bajo tratamiento con el 4cido graso 16:1n-9 y glucosa.

'
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Medio completo linea celular INS-1E

El medio completo utilizado para el mantenimiento de las células INS-1E ha sido RPMI
1640 + GlutaMAX™ (Ref:61870-010) suplementado con: suero fetal bovino
descomplementado (FBS) 5,6% (v/v), piruvato sodico 1,1% (v/v), HEPES 1,1% (v/v),
estreptomicina/penicilina 1,1% (v/v) (Gibco, EE.UU.) y B-mercaptoetanol 0,0004%
(v/v) (Sigma-Aldrich, EE.UU.).

Medio sin glucosa linea celular INS-1E

El medio utilizado para mantener las células en condiciones de baja glucosa fue RPMI
1640 sin glucosa suplementado con: suero fetal bovino descomplementado (FBS)
5,6% (v/v), piruvato sodico 1,1% (v/v), HEPES 1,1% (v/v), estreptomicina/penicilina
1,1% (v/v) (Gibco) y B-mercaptoetanol 0,0004% (v/v) (Sigma-Aldrich).

Buffer HBSS sin glucosa

En agua 400 ml de desionizada se disolvieron las siguientes sales:

= NaCl 114 mM.

= KCl 4,7 mM.

= KH2PO4 1,2 mM.

= MgSOs 1,16 mM.
= Hepes 20 mM.

= CaCl22,5mM.

» NaHCOs3 25,5 mM.

Todas las sales obtenidas de Merck, Alemania, excepto Hepes, Sigma-Aldrich.
Se comprob6 un pH comprendido entre 6,9 y 7. Se disolvié BSA libre de acidos grasos
(Sigma-Aldrich) al 0,2%. Por ultimo, se enrasa el volumen final a 500 ml.

Soluciones de glucosa 2 y 16 mM en buffer HBSS

= Buffer HBSS sin glucosa.
» Glucosa (Sigma-Aldrich).

Compuestos utilizados en la extraccion, separacion y andlisis de lipidos

= Agua milli-Q ultrapura (Millipore).

» Cloroformo, calidad HPLC (Thermo Fisher, EE.UU.).
» Metanol, calidad HPLC (Thermo Fisher).

= Hexano, calidad HPLC (Sigma-Aldrich).

= Dietil éter (Scharlab, Espafia).

= Acido acético glacial (Scharlab).

= Acido clorhidrico 35 % (p/p) (Scharlab).
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» Reactivo de Bradford (Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate) (Bio-
Rad, EE.UU.).

= Albdmina de suero bovino (BSA), libre de acidos grasos y endotoxinas (Sigma-
Aldrich).

= KOH 0,5M en Metanol:
o Hidréxido de potasio (KOH) (Scharlab).
o Metanol, anhidro 99.8 % (Sigma-Aldrich).

Gases utilizados por el cromatégrafo de Gases-Masas

» Helio, extrapuro (Air Liquide, Francia).

Patrones internos para la transmetilacion total de lipidos

= PC(17:0/17:0), 5 nmol.
» TAG(17:0/17:0/17:0), 4 nmol.

Patrones internos para la separacion de especies lipidicas mediante TLC

PC(17:0/17:0), 5 nmol.
TAG(17:0/17:0/17:0), 4 nmol.
DAG(17:0/17:0), 5 nmol.
CE(22:1n-9), 10 nmol.

Estandares de calibracién del espectrometro de masas

= Mezcla de 37 ésteres metilicos de acidos grasos (Sigma-Aldrich)

= Acido cis-7-hexadecenoico éster metilico (Larodan, Sweden)

= Acido cis-6-hexadecenoico éster metilico (Larodan)

= Acido cis-11-hexadecenoico éster metilico (Larodan)

= Acido trans-9-hexadecenoico éster metilico (Larodan)

= Acido cis-11-octadecenoico éster metilico (Sigma-Aldrich)

= Acido cis-7,10,13,16-docosatetraenoico éster metilico (Sigma-Aldrich)

Linea celular y condiciones de cultivo

La linea celular utilizada fue INS-1E,” modelo de célula beta-pancreética aislada
monoclonalmente de la linea celular parental INS-1,2 derivada de un insulinoma de
rata. Esta linea celular se corresponde con un fenotipo estable de célula beta secretora
de insulina ante estimulo de glucosa entre los pases 40 y 100.

Las células se incubaron en condiciones de atmdsfera himeda, a 37°C y 5% de COa.
Las células tripsinizaron (Tripsina-EDTA al 0,05%, Gibco) cuando alcanzaron una
confluencia celular en torno al 80%.
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Tratamiento con el &cido graso 16:1n-9

El tratamiento con 16:1n-9 (250 mM, en etanol) se realizé mediante dilucién de este
acido graso en medio completo para las células INS-1E, descrito anteriormente. Las
concentraciones utilizadas fueron 150, 100, 50, 25 y 10 puM para el estudio de
viabilidad celular y 50 uM para el estudio de secrecion de insulina y contenido en
acidos grasos. Se utilizaron cantidades equivalentes de etanol en el control de
vehiculo del tratamiento con 16:1n-9.

Viabilidad celular por MTT

El compuesto 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2, 5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide, o
MTT (amarillo) es un compuesto que produce una reaccion colorimétrica al reducirse
a (E, 2)-5-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-1, 3-diphenylformazan o formazan (morado). La
responsable de la reduccion es la oxidorreductasa dependiente de NADPH, por lo que
la reduccién esta condicionada por la actividad metabdlica de las células viables,
proporcionando una medida indirecta de la viabilidad celular.

Se sembraron 90.000 células por pocillo en placas de 96 pocillos. Cada condicién se
sembro por triplicado, incluyendo los controles.

Al dia siguiente, se retir6 el medio y se afiadio el tratamiento correspondiente con
16:1n-9, etanol o medio completo, en el caso de los controles positivo y negativo (150
ul a cada pocillo). Se incubaron las células durante 24h.

Antes de afadir el reactivo MTT, se afiadi6 metanol (Panreac, Espafna) al 70% en
medio a los pocillos de control positivo para provocar la muerte celular. Se incub6
otros 45 minutos y se procedié a afiadir el MTT.

El MTT (Sigma) se diluyé a una concentracion de 0,0625 mg/ml en medio completo
para las células INS-1E (concentracion stock 10 mg/ml en PBS). Se retir6 el medio de
los pocillos y se afiadié 150 pl de la disolucion de MTT en cada pocillo. Se incub6
durante 1 hora y, tras comprobar la presencia de cristales morados en el interior
celular, se procedid a retirar el sobrenadante cuidadosamente. Se afiadié 150 pl de
DMSO (Sigma-Aldrich) por pocillo y se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente
durante 15 minutos en ausencia de luz.

La lectura de los resultados se realiz6 en un espectrofotometro Heales, MB-580
(Heales Medical, Reino Unido), a la longitud de onda 562 nm.
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Secrecion de insulina estimulada por glucosa en la linea celular INS-1E.

Para realizar la secrecion de insulina,?® se sembraron 200.000 células por pocillo en
una placa de 24 pocillos. Cuatro condiciones por triplicado (Figura 6): células tratadas
con 16:1n-9 estimuladas con alta glucosa (16 mM), células tratadas con 16:1n-9
estimuladas con baja glucosa (2 mM), y sus respectivos controles con alta y baja
glucosa.

Una vez sembradas las células, se incubaron durante dos dias, se trato las células
durante 24 horas con el acido graso 16:1n-9 o con etanol, en el caso de los controles.

OO0
SOOI

Figura 6. Disefo del experimento de secrecion de insulina estimulada por glucosa. Condiciones:
tratamiento de 24h con el acido graso 16:1n-9 50 uM y posterior estimulo con glucosa 2y 16 mM.

2 mM

Glucosa Glucosa

16 mM

Pasado el tiempo de tratamiento se comprobd que las células tenian una confluencia
aproximadamente del 80% de la superficie del pocillo y se procedié a realizar la
secrecion de insulina.

Se cambid el medio de las células por medio sin glucosa durante 2 horas. Pasado ese
tiempo se retir6 el medio y se hicieron 3 lavados de 1 ml con buffer HBSS sin glucosa
en condiciones Optimas de temperatura y concentracion de CO2 (37°C y con constante
burbujeo de carbégeno: 95% Oz — 5%CO0O2).

Tras los lavados, se dejoé con 1 ml de buffer HBSS sin glucosa incubando 30 minutos
y se repitié un ultimo lavado con el mismo buffer. Se afiadieron las soluciones de
glucosa 2 mM y 16 mM en buffer HBSS y se incubé durante 30 minutos.

Una vez pasado ese tiempo, con la placa sobre hielo, se recogieron los sobrenadantes
en eppendorfs. Se centrifugaron los eppendorfs a 4°C, 2.000 rpm durante 5 minutos y
se recogieron los sobrenadantes.

La insulina se cuantifica mediante un ELISA, Rat Insulin ELISA (Mercodia, Sweden),
con dilucion 1:10.
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Tratamiento con el &cido graso 16:1n-9 y glucosa para el estudio del contenido
celular de acidos grasos en la linea celular INS-1E.

Se sembraron 1.000.000 células por pocillo en dos placas de 6 pocillos. Se sembraron
4 condiciones por triplicado (Figura 7):

Una vez sembradas las células, se incubaron durante dos dias, se tratd las células
durante 24 horas con el acido graso 16:1n-9 o con etanol, en el caso de los controles.

Al finalizar las 24 horas, se retir6 el tratamiento y se afiadié medio sin glucosa durante
2 horas. Pasado ese tiempo se retiré el medio y se hicieron 3 lavados de 4 ml con
buffer HBSS sin glucosa en condiciones Optimas de temperatura y concentracion de
CO2 (37°C y con constante burbujeo de carbdgeno: 95% O2— 5%COx).

16:1n-9 Control

000 000
900000

Figura 7. Disefo del experimento del estudio del contenido celular de acidos grasos tras el
tratamiento con el acido graso 16:1n-9 (50 uM) y posterior estimulo con glucosa 2 y 16 mM.

Glucosa
2 mM

Glucosa
16 mM

Tras los lavados, se dejo con 4 ml de buffer HBSS sin glucosa incubando 30 minutos
y se repitidé un dltimo lavado con el mismo buffer. Se afadieron las soluciones de
glucosa (Gibco) 2 mM y 16 mM en buffer HBSS y se incubé durante 30 minutos.

Una vez pasado ese tiempo, con la placa sobre hielo, se retiraron los sobrenadantes
y se lavaron los pocillos dos veces con 2 ml de PBS frio.

Tras los lavados se afiadieron 135 pl de Agua-Metanol (1:1) por pocillo y se almaceno
la placa a -80°C hasta su procesado (Agua desionizada y Metanol de alta pureza,

calidad analitica, Thermo Fisher).

Extraccion de lipidos

El contenido lipidico se extrajo de las células mediante el procedimiento de Bligh &
Dyer?*: este método consiste en una extraccion por diferente coeficiente de reparto
del contenido lipidico entre distintos disolventes: agua desionizada, cloroformo y

metanol. (1:0,9:1, en volumen).
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Se recogi6 el contenido de los pocillos por condicién. Antes de realizar la extraccion
se midio el contenido proteico utilizando el reactivo de Bradford y se normalizaron
todas las muestras con el mismo contenido en proteina. Tras ello, se afiadieron los
patrones internos en funcion del tipo de procedimiento posterior (transmetilacion total
0 separacion por especies lipidicas). Se realizé la extraccion: se afiadieron 3,75
volimenes de cloroformo/metanol (1:2), se agitdé con fuerza con ayuda de un vortex
durante 90 segundos, se afiadieron 1,25 volumenes de agua desionizada y 1,25
volumenes de cloroformo, se agité durante otros 60 segundos y se centrifugd a 5900
X g durante 5 minutos a 16 °C. Se recogi6 la fase organica y se realizé una segunda
extraccion con 2 volumenes de cloroformo, con igual agitacion y centrifugacion. Una
vez recolectadas ambas fases, se evaporo el disolvente a vacio.

Separacion de las especies lipidicas mediante TLC

El contenido lipidico, una vez extraido, se separd por TLC. La fase estacionaria
utilizada fue una lamina de silice y la fase movil fue una mezcla hexano/dietil éter/acido
acético en proporciéon 70:30:1 en volumen.?®

Se metio la ldmina de silice en la estufa 15 minutos antes de ser utilizada para activar
la fase estacionaria por calor. Previo a realizar la separacion, se equilibré la cubeta de
separacién para lograr un intercambio gas-liquido en equilibrio: se dejo la proporcién
de disolventes de la fase mavil, junto con un papel de filtro en posicion vertical, dentro
de la cubeta 2 horas antes de la separacion.

Cada muestra se disolvio en 20 ul de cloroformo/metanol (2:1) para llevarlo a la placa
de silice. Se pincharon los patrones de las diferentes especies lipidicas en los
extremos y la/s muestras a separar en la zona central de la placa (Figura 8).

La separacién se pard cuando el frente del disolvente estaba cerca del final de la
lamina de silice, aproximadamente una hora. Debido a la relacion de polaridades de
la fase movil y fase estacionaria, las especies lipidicas migraron mas por la lamina
segun su menor polaridad: CE, TAG, DAG, PL (Figura 8).

Se cortaron las zonas donde estaban los patrones y se reveld la posicion de estos con
vapores de yodo. Con los patrones como guia, se dividi6 la lamina en cuadrantes y se
colectd la silice correspondiente a cada grupo de lipidos en tubos eppendorf y se
extrajo.

La extraccion se hizo con 1 ml de cloroformo/metanol (1:2) y, posteriormente, con 1
ml de cloroformo/metanol (2:1). Se agité durante 90 segundos en cada caso y se
extrajeron las fases organicas tras centrifugarse 5 minutos, 16100 x g y 16 °C, cada
una. Las fases organicas se juntaron y se evaporé el disolvente a vacio para su
posterior procesado.
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Figura 8. Separacién de especies lipidicas mediante TLC, utilizando como fase mévil hexano/dietil
éter/acido acético en proporcién 70:30:1 en volumen. En el centro las muestras y en los extremos los
patrones de las distintas especies lipidicas, tefiidos con yodo.

Derivatizacion de los acidos grasos a ésteres metilicos.

Se derivaron los acidos grasos contenidos en las diferentes especies lipidicas a
ésteres metilicos para que fueran volatiles y se pudieran analizar en el equipo GC-
MS.

Este protocolo se utilizé tras la extraccidon de lipidos para analizar el contenido total de
acidos grasos (transmetilacion total) y se utilizé tras la separacion mediante TLC para
analizar el contenido en &acidos grasos de cada una de las especies lipidicas
separadas: PL, DAG, TAGy CE.

La muestra se disolvio en 50 pl de cloroformo/metanol (2:1) y se afadio 500 pl de KOH
0,5 M en metanol anhidro durante 60 minutos a 37°C en contante agitacion. Una vez
se ha producido la transmetilacion, la reaccion se neutraliza con 500 pl de HCI 0,5 M.

Se afiadieron 2 ml de hexano para extraer los ésteres metilicos de los acidos grasos,
se agito durante 30 segundos y se centrifugo a 800 x g durante 5 minutos a 16 °C. Se
colectd la fase organica y se evaporo el disolvente a vacio.
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Andlisis de ésteres metilicos de acidos grasos

Tras su transmetilacion, los ésteres se analizaron mediante un cromatografo de gases
(Agilent 7890A) acoplado a un espectrometro de masas de cuadrupolo (Agilent
5975C). La columna de separacion del cromatégrafo era Agilent DB23 (60 m longitud
x 250 mm didmetro interno, 0.15 mm de espesor de pelicula). Casa comercial Agilent,
EE.UU. El software utilizado para el control del equipo fue Agilent G1701EA MSD
Productivity Chemstation (Agilent).

La muestra se disolvié en 100 ul de hexano y se trasvaso a un vial para su inyeccion
en el equipo. La cuantificacion de los ésteres metilicos derivados de los acidos grasos
se realiz6 mediante la integracion del area bajo la curva de los picos del
cromatograma. Estos valores se extrapolaron a pmol mediante rectas de calibrado
para cada uno de los esteres de acidos grasos. Dichas rectas de calibrado se
obtuvieron mediante patrones externos comerciales de los ésteres metilicos de &cidos
grasos.

Se tuvo en cuenta el rendimiento del proceso mediante los patrones internos afiadidos
previos a la extraccion del contenido lipidico.

Estudio estadistico

Se utilizé el valor promedio + error estandar (SEM) para representar los datos. El
analisis estadistico se hizo usando el test de Student para comparar entre dos grupos
y mediante ANOVA de dos vias, para contemplar la interaccién de dos variables. El
programa utilizado fue GraphPad Prism4 (GraphPad software, EE.UU.). Se
consideran diferencias significativas a valores de p < 0,05.
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RESULTADOS

Viabilidad celular por MTT

Se comenzo el estudio por evaluar si el tratamiento con el &cido graso 16:1n-9 tiene
efectos deletéreos y qué concentracion de &cido graso se puede administrar a las
células INS-1E. Se realiz6 un ensayo de viabilidad celular mediante el compuesto MTT
para evaluar los efectos en varias concentraciones. Se establecidé un intervalo de
concentraciones de 16:1n-9 en el rango umolar y sus correspondientes controles de
vehiculo. Se trat6 las células durante 24 horas.

Se realizaron tres experimentos por triplicado y se normalizé cada experimento por el
valor de absorbancia del control negativo. Todas las absorbancias se expresaron en
variacion en tanto por ciento respecto al control negativo.

Viabilidad celular por MTT
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B Controles
80%
0 (+)y ()
B16:1n-9
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20%

0%

Viabilidad relativa

Control (-) 10 uMm 25uM 50uM 100 um 150 um Control (+)

Figura 9. Viabilidad celular por MTT de las células INS-1E. Tratamiento con el acido graso 16:1n-9 (10-
150 pM) durante 24h. n=3, por triplicado. Se consideran diferencias significativas *p<0,05.

La viabilidad celular de las células tratadas con el acido graso 16:1n-9 respecto a la
viabilidad de los controles no presenta diferencias significativas en las
concentraciones estudiadas.

El tratamiento estadistico de los datos se realiz6 mediante un ANOVA de dos vias. El
tratamiento con el &cido graso y la variacion en la concentracion del mismo no afectan
a la viabilidad celular. El control positivo presenta diferencias significativas respecto al
control negativo, confirmando la validez de la técnica.




Master en investigacion biomédica | Alba Ledn Gonzalez

Efecto del acido graso 16:1n-9 sobre la secrecion de insulina estimulada por glucosa
en la linea celular INS-1E.

Para caracterizar la funcion de las células INS-1E, modelo de célula beta-pancreatica
de rata, y ver los efectos del &cido graso 16:1n-9 sobre dicha funcién celular, se llevo
a cabo un experimento de secrecion de insulina estimulada por glucosa en células con
y sin tratamiento.

Se establecieron como condiciones del experimento una concentracion de 16:1n-9 de
50 puM y concentraciones de glucosa 2 y 16 mM. Se realiz6 un experimento por
triplicado.

Secrecion de insulina
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Figura 10. Secrecion de insulina estimulada por glucosa en células INS-1E. Tratamiento durante 24h
con 16:1n-9 (50 uM). n=1 por triplicado. *p<0,05 respecto al control, glucosa 2 mM.

Las células INS-1E responden en funcion de la concentracion de glucosa, secretan un
60% mas de insulina cuando son estimuladas por la alta concentracién de glucosa,16
mM, respecto a la concentracion de 2 mM en la condicidn control (Figura 10).

No se observan cambios en la secrecion de insulina debido al tratamiento con el acido
graso 16:1n-9, obteniendo concentraciones de insulina similares a la condicion control
a2zmMya 16 mM.
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Estudio del contenido celular de acidos grasos en la linea celular INS-1E

Se caracterizé el contenido de acidos grasos de las células INS-1E, Figura 11. Los
acidos grasos mayoritarios en esta célula son el acido palmitico (16:0) y acido oleico
(18:1n-9), la cantidad de &cido cis-7-hexadecenoico (16:1n-9) en la célula es
aproximadamente 20 nmol por cada miligramo de proteina.

El contenido lipidico de las células fue extraido y, posteriormente, analizado siguiendo
los protocolos descritos en materiales y métodos.

Contenido total de acidos grasos células INS-1E
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Figura 11. Contenido en acidos grasos de las células INS-1E. Se cultivaron las células con medio
completo y se extrajo su contenido lipidico. n=2.

Tratamiento con el &cido graso 16:1n-9 y glucosa para el estudio del contenido
celular de acidos grasos en la linea celular INS-1E.

La variacion del contenido de acidos grasos de las células se estudi6 tras someterlas
a un tratamiento con el acido graso 16:1n-9 50 uM durante 24h y un tratamiento con
glucosa.

Control Tratadas 16:1n-9 | Glucosa2 mM Glucosa 16 mM
| + - + -
+ - - +
O - + + -
- + - +
(=)
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Figura 12. Contenido en &acidos grasos de las células INS-1E tratadas con 16:1n-9 50 uM durante 24
horas y tratadas con glucosa 2y 16 mM. n=3.

Las células tratadas con una concentracién de glucosa u otra no presentan diferente
concentracion de acidos grasos (Figura 12). No se encontraron evidencias de que la
diferente estimulacién con glucosa produzca cambios en sus acidos grasos.

Los Unicos cambios encontrados son un aumento del acido graso con las que han sido
tratadas, 16:1n-9, y una disminucion de los &cidos grasos 16:1n-7 y 18:1n-7 en las
células tratadas respecto a sus controles.

Los niveles de 16:1n-9 aumentan significativamente (Figura 13) en las células tratadas
con dicho &cido graso, confirmando que la célula incorpora este acido graso y pasa a
formar parte de las especies lipidicas que la componen. El analisis estadistico
determind que el diferente tratamiento de glucosa no afecta la cantidad de acido graso
de la célulay el tratamiento con 16:1n-9 produce diferencias significativas (p = 0,0003).
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Figura 13. Contenido total de acido graso 16:1n-9 en células INS-1E pretratadas con 16:1n-9 50 pM
durante 24h y tratadas con glucosa 2 y 16 mM. Se consideran significativos valores *p<0,05.

Los niveles de 16:1n-7 y 18:1n-7 disminuyen significativamente en las células tratadas
con el &cido graso 16:1n-9. El diferente tratamiento de glucosa no afecta la cantidad
de acido graso de la célula. En ambos se observan diferencias significativas entre las
células tratadas y los controles, 16:1n-7 (p =0,0028) y 18:1n-7 (p =0,0228)
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Figura 14. Contenido total de acido graso 16:1n-7 en células INS-1E pretratadas con 16:1n-9 50 uM
durante 24h y tratadas con glucosa 2 y 16 mM. Se consideran significativos valores *p<0,05.
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Figura 15. Contenido total de acido graso 18:1n-7 en células INS-1E pretratadas con 16:1n-9 50 uM
durante 24h vy tratadas con glucosa 2 y 16 mM. Se consideran significativos valores *p<0,05.

Acidos grasos contenidos en las diferentes especies lipidicas

Con el fin de esclarecer en que especie o0 especies lipidicas se incorporaba el acido
graso 16:1n-9 y en qué proporcion, se analizé los acidos grasos contenidos en
fosfolipidos, triacilglicerol, diacilglicerol y ésteres de colesterol.
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Figura 16. Acidos grasos presentes en los fosfolipidos de las células INS-1E tratadas con 16:1n-9 50
UM durante 24 horas y tratadas con glucosa 2 y 16 mM. n=2.
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Los fosfolipidos son la especie mas abundante, tienen un perfil similar al total en
cuanto a la proporcién de acidos grasos (Figura 16). No hay cambios significativos en
ningun acido graso debido al tratamiento de glucosa. Existen diferencias significativas

en la cantidad de 16:1n-9 en células tratadas con dicho acido graso, p =0,0017 (Figura
17).
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Figura 17. Contenido del &cido graso 16:1n-9 en fosfolipidos. Células INS-1E tratadas con 16:1n-9 50
pUM durante 24h y tratadas con glucosa 2 y 16 mM. *Se consideran significativos valores *p<0,05.

Las especies de triacilglicerol, diacilglicerol y ésteres de colesterol son mucho menos

abundantes, y muchos de los acidos grasos no se encuentran presentes en estas
especies lipidicas.

No se encontraron diferencias significativas en ningan acido graso perteneciente a
dichas especies, tampoco en el caso del acido graso 16:1n-9, aunque se puede

observar que tiende a incorporase en las células tratadas, incrementando su
concentracion (Figura 18, Figura 19, Figura 20).
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Figura 18. Acidos grasos presentes en el triacilglicerol de las células INS-1E tratadas con 16:1n-9 50
UM durante 24 horas y tratadas con glucosa 2y 16 mM. n=2.
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Figura 19. Acidos grasos presentes el diacilglicerol de las células INS-1E tratadas con 16:1n-9 50 uM
durante 24 horas y tratadas con glucosa 2 y 16 mM. n=2.




Madster en investigacion biomédica | Alba Ledn Gonzalez

Esteres de colesterol
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Figura 20. Acidos grasos presentes en los ésteres de colesterol de las células INS-1E tratadas con
16:1n-9 50 uM durante 24 horas y tratadas con glucosa 2 y 16 mM. n=2.
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DISCUSION

En este trabajo se ha realizado una primera aproximacién al estudio del &cido graso
16:1n-9 en la célula beta-pancreética en el modelo INS-1E, a nivel de viabilidad,
funcion e impacto en su contenido lipidico. Las concentraciones utilizadas para el
estudio son de orden umolar, cantidad a la que un acido graso libre es capaz de ser
bioactivo para la célula.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el acido graso 7-
hexadecenoico (16:1n-9) no tiene efectos en la viabilidad de la célula beta-pancreatica
en las concentraciones comprendidas entre 10 uM y 150 uM. Estas concentraciones
de acido graso 16:1n-9 no tienen efectos deletéreos en las células.

La secrecion de insulina nos indica que el modelo de célula beta-pancreatica INS-1E
responde a los estimulos de glucosa, las células secretan un 60% mas de insulina
cuando son estimuladas por una alta concentracién de glucosa, 16 mM, respecto a la
concentracion baja de glucosa, 2 mM. Esto nos indica que las células son funcionales.
Las mismas células, tras haber sido tratadas durante 24h con el acido graso presentan
el mismo perfil que los controles y los mismos valores de secrecion de insulina tras
los estimulos de glucosa a 2 mM y 16 mM, por lo que la funcién de la célula beta-
pancreatica INS-1E no se ve alterada por el acido graso 16:1n-9 a la concentracion
de 50 uM.

La caracterizacion de los &cidos grasos de las células INS-1E mostré su alto contenido
en acidos palmitico, el 23% respecto al total, y oleico, 28% respecto al total. El acido
graso 16:1n-9 esta presente en las células INS-1E de manera enddgena, en una
cantidad de 20 nmol/mg de proteina, lo que supone un 3% de su contenido total en
acidos grasos.

Las células no presentan variaciones en la concentracién de sus acidos grasos tras el
tratamiento con glucosa, por lo que los diferentes estimulos de glucosa y su
correspondiente secrecidon de insulina no producen cambios en el contenido lipidico
de las células a computo total. Tampoco se han encontrado variaciones en las distintas
especies lipidicas de la célula debido al estimulo de glucosa. Los resultados obtenidos
no sugieren que la célula libere acidos grasos junto con la secrecion de insulina ni un
reordenamiento de los mismos entre las diferentes especies que la componen.

Las células incorporan el acido graso 16:1n-9 en su interior tras ser tratadas,
triplicando la cantidad de este. Al ser incorporado por la célula, cabria esperar que
desplazara otros acidos grasos, ocupando su lugar, como ocurre en otros estudios.
La disminucion es notable para los acidos palmitoleico (16:1n-7) y vaccénico (18:1n-
7), cuya disminucion es significativa respecto a los controles. El 4cido graso 18:1n-7
proviene de una elongacion de dos carbonos del acido graso 16:1n-7, por lo que la
caida en la concentracibn en ambos acidos grasos puede estar originada por una
disminucién inicial de la cantidad del &cido graso 16:1n-7, y en consecuencia de la
cantidad de 18:1n-7 que genera.

El incremento medio de 16:1n-9 es de 36 nmol por miligramo de proteina celular, en
cambio, el decremento medio de los acidos 16:1n-7 y de 18:1n-7 es de 8 nmol por
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miligramo de proteina cada uno. La disminucion en el contenido en estos acidos
grasos no compensa el aumento del acido 16:1n-9, por tanto, los 20 nmol restantes
podrian estar repartidos y haber desplazado el resto de acidos grasos en menor
medida, tal que los decrementos no resultan tan notables en la cantidad total de acidos
grasos de la célula.

Se podria esperar un decremento mas notorio si este acido graso se incorporase en
una clase de lipido concreto, desplazando sus acidos grasos. Por ello se analizaron
los acidos grasos segun la especie lipidica que los contenga.

Se encontrd una proporcién parecida de 16:1n-9,16:1n-7 y 18:1n-7 en fosfolipidos, la
especie mas abundante. La mayor parte del acido graso 16:1n-9 se ha incorporado
en forma de fosfolipido. Analizando los acidos grasos de triacilglicerol, se vio que el
tratamiento se incorporaba también en esta especie lipidica, duplicando su contenido.
Al ser una especie menos abundante, no supone una gran diferencia en nmol de acido
graso por miligramo de proteina. En el caso de los acidos grasos de las especies de
diacilglicerol y ésteres de colesterol, se aprecia una ligera incorporacion, pero no tan
destacable, siendo de muy pocos nmol por miligramo de proteina.

Considerando los resultados obtenidos, el acido graso 16:1n-9 desplaza a los acidos
16:1n-7 y 18:1n-7, mayormente en fosfolipidos, pero no desplaza la cantidad suficiente
de dichos acidos grasos en comparacion a la cantidad de acido graso 16:1n-9 que
alojan las células en sus fosfolipidos. Es plausible que la célula sintetice nuevos
fosfolipidos para dar cabida al acido graso 16:1n-9, esto supondria generar un 2%
mas de fosfolipidos, suponiendo fosfolipidos con dos acidos grasos 16:1n-9 en su
estructura, PL(16:1n-9, 16:1n-9). Las células tratadas poseen un 3% mas de
fosfolipidos respecto a las células sin tratar, lo que apoya este supuesto. El resto de
especies lipidicas también aumentan en las células tratadas, reafirmando esta
posibilidad, puesto que su sintesis parten de los fosfolipidos. Todo parece indicar que
las células generan estructuras lipidicas de novo para incorporar el &cido graso 16:1n-
9. Este gasto energético que asumen las células puede estar promovido por un
potencial bioactivo de este acido graso. Como indican recientes estudios, acidos
grasos 16:1 podrian formar estructuras determinadas con otras especies,
preferentemente de fosfatidilcolina.??

A la vista de los resultados, el acido graso 7-hexadecenoico (16:1n-9) entra en las
células beta-pancreaticas INS-1E y podria tener un papel bioactivo en las mismas.
Esto sugiere que puede tener efectos en las células, ya sea en la secrecién de insulina
0 como posible agente protector. Entre las posibles futuras direcciones de este trabajo,
se podria continuar estudiando coémo influye el acido graso 16:1n-9 durante la
secrecion de insulina, tratando de forma aguda a las células, junto con la estimulacion
de glucosa para comprobar si influye en la capacidad de la célula de secretar esta
hormona. También seria interesante comprobar si afecta a la produccion de insulina
de la célula, estudiando la insulina intracelular en condiciones de alta y baja
concentracion de glucosa, como ocurre en otros estudios con acidos grasos
antiinflamatorios en esta misma linea celular.'#
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Se podria estudiar posibles efectos protectores del acido graso 16:1n-9 ante
condiciones de toxicidad celular propias del desarrollo de la diabetes, tratando las
células con este acido graso en condiciones de hiperglucemia sostenida o en
condiciones de lipotoxicidad, por ejemplo, junto con acido palmitico (16:0), &cido graso
implicado en la generacion de especies reactivas de oxigeno y en el dafio a la célula
beta-pancreatica.?6-28

Otra posible linea de investigacion seria estudiar la sintesis de fosfolipidos llevada a
cabo por las células. Podria evaluarse el incremento de fosfolipidos mediante
determinacion de fésforo en las células, esto supondria una medida indirecta de la
cantidad de fosfolipidos de las células y del incremento en la misma tras el tratamiento
con 16:1n-9, siempre y cuando las células posean la misma cantidad de
plasmalégenos en sus fosfolipidos. Otro estudio de gran interés seria averiguar qué
estructura concreta de fosfolipidos que se generan tras la incorporacion del acido
graso 16:1n-9 mediante espectrometria de masas.?? Tras esa serie de experimentos,
seria posible evaluar como la célula utiliza el acido graso 16:1n-9.

CONCLUSIONES

1. Elacido graso 7-hexadecenoico, 16:1n-9, no afecta a la viabilidad de las células
beta-pancreéticas INS-1E.

2. Las células beta-pancreédticas INS-1E mantienen su funcidon secretora de
insulina estimulada por glucosa en condiciones de tratamiento con el acido
16:1n-9.

3. El acido graso 16:1n-9 es adquirido por las células y pasa a formando parte de
sus especies lipidicas, en su gran mayoria forma fosfolipidos.
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