Regulacion nutricional de la expresion de Decl
en células 0 pancreaticas

Miriam Israeli Galicia Silva

UNIVERSIDAD
UVG o viie

DE GUATEMALA




UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA

Facultad de Ciencias y Humanidades

1966

AVAISYAAINN
GUATEMALA

DEL, yALLE D%

Excelencia que trasciende

DEIVALLE

GRUPO EDUCATIVO

Regulacion nutricional de la expresion de Decl en
células $ pancreaticas

Trabajo de graduacion en modalidad de Tesis presentado por
Miriam Israeli Galicia Silva
para optar al grado académico de Licenciada en Bioquimica y
Microbiologia

Guatemala
2022






UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA

Facultad de Ciencias y Humanidades

1966

AVAISYAAINN
GUATEMALA

DEL, yALLE D%

Excelencia que trasciende

DEIVALLE

GRUPO EDUCATIVO

Regulacion nutricional de la expresion de Decl en
células $ pancreaticas

Trabajo de graduacion en modalidad de Tesis presentado por
Miriam Israeli Galicia Silva
para optar al grado académico de Licenciada en Bioquimica y
Microbiologia

Guatemala
2022



Vo.Bo.:

(f) =

Juamarez Dominguez, Ph.D.

Tribunal Examinador:

Juamarez Dominguez, Ph.D.

Pamela Pennington, Ph.D.

=

Diego Archila, Ph.D.

Fecha de aprobacion: Guatemala, 14 de Enero de 2022.



Prefacio

Isra inicié este camino sin un rumbo establecido, solo con una pequefia nocioén de querer (algin
dia) ser parte de ese proyecto o descubrimiento que mejoraria la calidad de vida de alguien con
alguna enfermedad. Luego de 3 anos, asi como su familia seguia sin saber qué estudiaba "la nina",
la nina seguia sin un rumbo definido. Fue hasta que la medicina regenerativa y las células madre se
cruzaron en su camino, que ella lo supo. Luego de congresos, charlas, TEDTalks y varios articulos ya
sabia que ese tema tan ”chilero” era con el que queria terminar este capitulo y continuar el préximo.
Y si, todos sabemos que atin queda mucho méas por conocer y aprender ya que este es solo el inicio
(un pasito de bebé). Pero si de algo estamos seguros es que Isra quiere seguir aprendiendo (y si, esto
incluye el seguir cometiendo errores para aprender de ellos).

(Regresando a primera persona)

Este trabajo de graduacion no podria haber sido posible de no ser por la ayuda y acompanamiento
de muchas personas y organizaciones dentro y fuera de Guatemala, cuya comunicacién y ayuda
pudieron superar incluso las barreras y dificultades de una pandemia. Por lo que tomaré este espacio
para agradecer de la forma maés sincera a:

Mi asesor y mentor Dr. Juan Alvarez Dominguez. Que durante todo el proceso de planteamiento,
desarrollo, experimentacion, resolucién de problemas y finalizacién de este trabajo no se limito
inicamente a corregir, sino que se extendi6 a ensenar, animar, estar presente, alentar y retroalimentar
siempre con una sonrisa en el rostro incluso en horarios y dias fuera de lo comin. Quien ademés,
por medio del Harvard Stem Cell Institute (HSCI), dono la linea celular y algunos de los reactivos
y suministros utilizados dentro de este proyecto.

Dra. Pamela Pennington por la confianza, fe y apoyo que le tuvo al proyecto desde el principio,
como también su constante supervision y disponibilidad para apoyarme en todo momento.

MSc. Yunuen Soto por tomarse el tiempo de ensenarme y apoyarme durante todo el proceso
experimental.

Licda. Nely Marroquin por el préstamo de reactivos y Licda. Christa Contreras por el apoyo
durante el proceso de cotizacién y compras de los materiales y suministros.

El Centro de estudios en Salud (CES) y el Centro de Estudios en Biotecnologia (CEB) por el
préstamo y la confianza en dejarme usar sus instalaciones, equipo, suministros y reactivos.
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La Universidad del Valle de Guatemala por colocar en mi camino catedraticas y catedraticos
de los que aprendi mucho, pero atin mas importante, catedraticas que vieron en mi el potencial y
siempre estuvieron presentes para alentarme a seguir adelante y a seguir mis suenos, aunque fuera
Isra y una tesis con cultivo celular mamifero se viera muy dificil de lograr y méas con una pandemia
de por medio.

Mis amigos quienes con un café, un helado, una sonrisa, una oraciéon, un zoom, un Tiktok o incluso
un mensaje de Instagram estuvieron presentes durante todo el proceso. Desde Corea, Estados Unidos,
pasando por la capital y llegando hasta el Puerto. En el laboratorio trabajando, llorando, comiendo
papitas o bailando, pero siempre me ayudaron.

Miss Silvia, miss Ana Maria y miss Brenda quienes me ayudaron a descubrir el amor que le tengo
a la ciencia.

A mi familia, quienes sin importar la distancia y mi poca disponibilidad estuvieron presentes y
apoyandome en todo momento. Mostrdndome su amor y apoyo incondicional con comida, abrigo,
posada, un mensaje, un sticker, abrazos - incluyendo los a “reganadientes”de alguien a la que no le
gustan - o incluso una palmada en la cabeza.

A Dios porque mi abuela siempre estuvo en primera fila pidiéndole porque me fuera bien y gracias
a eso aqui estoy.

Y a los que ya no estéan, pero que confiaron en mi antes de que yo empezara a hacerlo.

Como nota final, quiero dedicarle el siguiente trabajo a mi monstruo Camila (Tamila), quien me
anima a crecer y vivir cada dia con café, canciones, abrazos y micotondrias.

- Que sepa el mundo que en marcha estoy -
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Resumen

La diabetes es una enfermedad de gran relevancia a nivel mundial. Actualmente se esta traba-
jando en la generacion de islotes pancreéticos, a partir de células madre pluripotentes, como una
estrategia para el tratamiento de diabetes dependiente de insulina. Sin embargo, atin se necesitan
determinar los mecanismos moleculares por los que estos islotes adquieren su madurez funcional.
Estudios han relacionado este proceso de maduraciéon con la adaptaciéon a cambios nutricionales
postnatales resaltando cierta relevancia de Decl, factor de transcripcion modulador del reloj circa-
diano. Por lo tanto, en este estudio se planteo el establecimiento de una linea celular de células 8 de
raton para el analisis de la expresion génica de Decl y otros genes circadianos en respuesta a diferen-
tes condiciones nutricionales, con el fin de confirmar si existe una correspondencia entre su expresion
y el estado nutricional. La linea Beta-TC-6 se establecié exitosamente, observando una tendencia de
aumento en la expresion de Decl en respuesta a un ayuno prolongado, simulado al decrecer de forma
estable la concentracién de glucosa en el medio de 25 mM a 8 mM. Lo cual coincide con nuestra
hipétesis: en condiciones de ayuno, la actividad del complejo mTORCI es suprimida, cambio que
permite la translocacion de TFEB al nucleo, donde promueve la expresion de Decl. Ademas, en
respuesta al tratamiento estable de glucosa 20 mM, se observd un comportamiento antifasico de los
genes circadianos Arntl, Perl y Nrldl, sugiriendo el inicio potencial de la sincronizacién del reloj
circadiano en estas células. Esto abre oportunidades de investigacién con este modelo celular dentro
de la Universidad del Valle de Guatemala.
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Abstract

Diabetes is a disease of worldwide relevance. Currently, as a strategy for treating insulin-dependent
diabetes, much effort has been put into generating pancreatic islets from pluripotent stem cells. Ho-
wever, the molecular mechanisms by which these islets reach functional maturity are still unknown.
Studies have linked the islet maturation process with adaptation to postnatal nutritional changes,
highlighting a role for Decl, a transcription factor that modulates the circadian clock. Thus, in this
study we propose establishing a mouse pancreatic 8 cell line to analyze the expression of Decl and
other circadian genes in response to varying nutritional conditions, in order to investigate whether
there is a correspondence between their expression and nutritional state. The Beta-TC-6 line was
successfully established, and a trend of increased Decl expression was observed in response to pro-
longed fasting, simulated by stably decreasing the media glucose concentration from 25 mM to 8mM.
Which coincides with our hypothesis: under fasting conditions, the activity of the mTORC1 com-
plex is suppressed, change that allows the translocation of TFEB to the nucleus, where it promotes
the expression of Decl. Furthermore, in response to a stable 20 mM glucose treatment, antipha-
sic expression of the circadian genes Arntl, Perl and Nrldl was observed, suggesting the potential
initiation of circadian clock synchronization in these cells. These findings open the door to research
opportunities with this cellular model at Universidad del Valle de Guatemala.



CAPITULO 1

Introduccién

La diabetes es una enfermedad croénica caracterizada por glucosa alta en sangre, o hiperglicemia.
Puede ser dividida en tipo 1, donde las células S de los islotes pancreaticos son destruidas por una
respuesta autoinmune, o tipo 2, donde existe una deficiencia en su funcion asociada con mutacio-
nes genéticas o con estresores externos como la obesidad, embarazo y/o resistencia a la insulina.
Unicamente en el 2012 se reportaron 1.5 millones de muertes a causa de diabetes, y en el 2021 se
diagnosticaron 537 millones de adultos con esta enfermedad al rededor del mundo
. Para la diabetes tipo 1 existen varios tratamientos, incluyendo las inyecciones de insulina
diarias y los trasplantes de islotes pancreaticos. Las inyecciones de insulina implican costos elevados
e incomodidad para pacientes, ademéas de riesgos de cetoacidosis u otras complicaciones al no ser
administradas de la forma correcta (Warshauer, Bluestone, y Andersonl 2020)). Ademaés, al hablar
de los trasplantes de islotes, la poca disponibilidad de donadores de islotes, y el bajo funcionamiento
de los disponibles, ha llevado a buscar nuevas soluciones (Bellin y cols., 2012} Rickels y Robertson|,
. Una de ellas es generar islotes pancreaticos a partir de células madre humanas pluripotentes
(hPSC) (Drew, 2021; Helman y Melton) |2021)). Por lo tanto, el conocimiento de los procesos de
diferenciacion hacia las células de los islotes pancreaticos ha recibido mayor atencién. Actualmente
existen protocolos para la produccion de islotes pancreéticos funcionales a partir de hPSC
[y cols) [2014} [Rezania y cols/, [2014)). Sin embargo, su funcionamiento no llega a igualarse al funcio-
namiento de islotes maduros en adultos (Nair, Tzanakakis, y Hebrok, [2020)). Por lo tanto, resulta
indispensable determinar a profundidad el proceso de maduracion fisiologica de estos islotes.

Estudios del desarrollo de islotes pancreaticos humanos y de roedores han determinado que su
maduracion funcional representa una adaptacion a cambios nutricionales postnatales. Las células /3
primero ganan la habilidad de secretar insulina en respuesta a glucosa, y luego esta aumenta de forma
gradual en conjunto con el umbral de glucosa necesaria para su secreciéon (Salinno y cols., 2019).
Aunque factores capaces de promover la maduracion de islotes pancreaticos han sido descritos, sus
mecanismos moleculares y sus desencadenantes fisiologicos ain no estan claros. Por esta razon, se
requiere mas conocimiento de cémo estos islotes adquieren su fenotipo maduro para poder avanzar
esfuerzos para frenar la pérdida de madurez en la diabetes, y para poder generar islotes pancreaticos
maduros a partir de células madre con el fin de utilizarlas en terapias de trasplante.

En la actualidad se conoce que el reloj circadiano interno se sincroniza con los ritmos diurnos a
través de senales como la luz y alimentacion, preparando al organismo para la ejecuciéon de funciones
metabolicas . También se ha determinado que durante la maduracion de los islotes
pancreéticos, se encuentran involucrados varios genes relacionados al ciclo circadiano, a través de una



constante dindmica epigenética (Alvarez-Dominguez y cols., 2020)). Un ejemplo de estos es Decl, el
cual es activado especificamente durante la maduracion postnatal de las células 8 (Marcheva y cols.,
2010; [Rakshit y cols., 2018]). Durante este periodo, existe un cambio nutricional, de alimentacién
constante a alimentacion intermitente. Los islotes se adaptan a esta transiciéon postnatal al cambiar
mTORCI1, quien acttia como un sensor nutricional, de activo a intermitentemente activo dependiendo
de las fluctuaciones de nutricién-ayuno (Helman y cols., 2020). Estudios preliminares indican que
este cambio adaptativo permite la translocacion del factor de transcripcion EB (TFEB) al nicleo,
en donde activa a Decl entre otros genes. Decl se une a promotores/potenciadores de genes que
codifican mediadores del aumento del umbral de glucosa para la secreciéon de insulina. La pérdida
de Decl especificamente en células § resulta en ratones diabéticos, debido a islotes fisiologicamente
inmaduros (Alvarez-Dominguez, Comunicacion Personal).

Por esta razoén, nuestra hipotesis es: bajo condiciones de ayuno, la actividad del complejo mTORC1
es reprimida, cambio que permite la translocaciéon de TFEB al nucleo, donde activa a DEC1, quien
a su vez induce y establece el control circadiano de genes clave para producir una funciéon madura
de insulina.



CAPITULO 2

Objetivos

2.1. Objetivo general

Determinar si existe una diferencia en la expresion de Decl en células 8 de islotes pancreaticos
en respuesta al estado nutricional.

2.2. Objetivos especificos

1. Establecer la linea de células Beta-TC-6 dentro del laboratorio de Biologia Celular de la Uni-
versidad del Valle de Guatemala.

2. Implementar un protocolo dindmico de “alimentacién-ayuno” mediante transiciones estables
y/o periddicas entre cultivos bajo niveles de glucosa fisiologicos y suprafisiologicos.

3. Examinar cambios en la transcripcion de Decl en células Beta-TC-6 sometidas a las distintas
transiciones entre estados nutricionales.



CAPITULO 3

Justificacién

La diabetes es una enfermedad crénica de gran relevancia a nivel mundial. Es caracterizada por
alta aztcar en sangre (hiperglicemia) provocada por la destruccion autoinmune de las células 8 del
péancreas o por el mal funcionamiento de estas debido a obesidad, estilo de vida, estresores externos
como el embarazo y/o factores genéticos hereditarios (IDF} 2021} (WHO)| [2016)). El Ministerio de
Salud Publica y Asistencia Social de Guatemala indicoé que la prevalencia y la tasa de mortalidad
por diabetes en Guatemala ha ido aumentando desde el 2006, donde esta tltima ha subido de 22 %
hasta alcanzar un 37 % en el 2014 (Sam) 2016, 2019). Mientras que en el 2020 indicé que en el pais
el 30.1% de los hombres y el 26.9% de las mujeres padecian de diabetes . A nivel
mundial tnicamente en el 2012 se reportaron 1.5 millones de muertes a causa de diabetes, y en el
2021 se diagnosticaron 537 millones de adultos con esta enfermedad (IDF} 2021} [(WHO), [2016).

Debido a que la diabetes tipo 1 no puede prevenirse, se ha buscado mejorar la calidad de vida de
las personas que la sufren, sin embargo los tratamientos actuales que incluyen inyecciones de insulina
diaria o incluso el trasplante de islotes pancreaticos provocan varias complicaciones adicionales a
la salud de los pacientes (Warshauer y cols., 2020). A causa de estas complicaciones, una de las
estrategias de reemplazo de islotes que actualmente se esta llevando a cabo es la generacion de
islotes pancreaticos a partir de células pluripotentes humanas, pero los protocolos existentes para
esta generacion (Rezania y cols., 2014, Pagliuca y cols., 2014) producen islotes inmaduros cuyas
células [ se asemejan a las células 8 neonatales, ya que cuentan con una capacidad de secrecion
de insulina y un umbral de glucosa para su secrecién muy bajos, en comparacién a la capacidad
presentada por las células S de los islotes maduros (Blum y cols.} 2012 [Velazco-Cruz, Goedegebuure,|
ly Millman| 2020). Debido a esto, esfuerzos més recientes radican en el mejoramiento de estos islotes
con el fin de llegar a un estado fisiologico maduro.

Estudios del desarrollo de islotes pancreaticos humanos y de roedores indican que su maduracién
funcional representa una adaptacién a cambios nutricionales postnatales (Salinno y cols.) 2019).
Durante este periodo ocurre un cambio nutricional, de alimentacién constante a intermitente. Los
islotes se adaptan a esta transicion postnatal al cambiar mTORC1, quien acttia como un sensor
nutricional, de activo a intermitentemente activo de acuerdo con las fluctuaciones de nutricién-ayuno
(Helman y cols.,2020). Este cambio en mTORC1 permite la translocacion del Factor de transcripcion
EB (TFEB) al nucleo (Pastore y cols., |2019)). Esto a su vez activa al factor de transcripcién Decl,
un modulador del reloj circadiano activado especificamente durante la maduracién postnatal de las
células § (Alvarez-Dominguez y cols., 2020). Luego, Decl se une a promotores/potenciadores de
genes que codifican mediadores del aumento del umbral de glucosa para la secrecién de insulina.




Esta importante funciéon de Decl en la maduraciéon de las células § se ha confirmado al observar
que la pérdida especifica de Decl en las células § resulta en ratones diabéticos debido a islotes
fisiologicamente inmaduros (Alvarez-Dominguez, Comunicacion Personal).

Esto nos lleva a realizar un analisis de expresion por PCR tiempo real de retrotranscripcion de
Decl y otros genes relacionados, con el fin de comprender como las células 5 de los islotes pancreaticos
adquieren su fenotipo maduro. En este estudio, sometemos una linea celular de células § de raton
a tratamientos de glucosa estables e intermitentes, con la finalidad de identificar si los cambios
nutricionales tienen un efecto en la expresion de estos genes. Nuestra hipotesis es que, en condiciones
de ayuno, la actividad del complejo mTORCI1 es suprimida, permitiendo asi la translocacion de
TFEB al nucleo donde activa a DEC1, quien a su vez induce y establece el control circadiano de
genes para producir una respuesta madura de insulina en las células 5.



CAPITULO 4

Marco tedrico

4.1. Diabetes

4.1.1. Importancia

La diabetes es una enfermedad crénica severa de gran relevancia a nivel mundial. Esta enferme-
dad ha sido catalogada como una epidemia cuya prevalencia aumenta significativamente de forma
alarmante, para el 2005 por cada dos personas diagnosticadas con diabetes, una persona padecia de
la enfermedad sin saberlo (Bassett), [2005). Tan solo en el 2012, se report6 que 1.5 millones de muertes
fueron a causa de diabetes, y en el 2021 que 537 millones de adultos vivian con esta enfermedad
alrededor del mundo (IDF]} [2021}; (WHO), 2016)). La prevalencia en Guatemala también ha ido en
aumento, el Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social de Guatemala indic6 en el Analisis de
Enfermedades No Transmisibles del 2015 que tan solo en un afio (2014-2015) los casos de Diabetes
mellitus aumentaron en un 8 % (MSPAS| 2015), para el el 2016 el pais presentaba 505 casos por
cada 100,000 habitantes (Saml, 2016)). Solo en el 2020 en el pais el 30.1 % de los hombres y el 26.9 %
de las mujeres padecian de diabetes y aunque se ve una disminucién en la prevalencia de la enfer-
medad, siendo esta similar a la del 2018, se considera que esto fue debido a que por la pandemia de
COVID-19 la consulta externa estuvo cerrada y esto provocd una pérdida de informacion (MSPAS,
2020; [Sam), [2020)). La tasa de mortalidad también ha ido aumentando desde el 2006 hasta alcanzar
un 37 % en el 2014 debido a falta de tratamiento (Figura 1) (Sam, 2019).



Figura 1: Tasa de mortalidad a causa de diabetes Mellitus del 2008-2016 en Guatemala dado en
porcentaje ( %).
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Datos proporcionados por del Instituto Nacional de Estadistica (INE) (Sam) 2019).

4.1.2. Caracteristicas de la enfermedad

La diabetes se caracteriza por el alto nivel de azticar en sangre, o hiperglicemia, dado a que el
cuerpo no puede producir suficiente insulina o porque no puede utilizar la que produce
. La insulina es producida por las células 5 (Beta) de los islotes pancreéticos y es una de las
hormonas méas importantes para la regulaciéon de glucosa sanguinea, junto al glucagén producido por
las células a (Alfa) de los islotes pancreaticos. La secrecion de insulina ocurre con el fin de permitir
el ingreso de la glucosa hacia la célula para producir energia, aunque también es importante para
el metabolismo de grasas y protefnas . La ingesta de alimentos eleva la insulina en
circulacion que estimula los receptores de insulina y promueve las rutas metabolicas del consumo
de energia como la glicolisis (Lemaire, Thorrez, y Schuit, [2016). La incapacidad de producir o
utilizar insulina provocada por la diabetes causa la hiperglicemia, que al ser mal controlada a largo
plazo puede causar el fallo de varios érganos, incrementando el riesgo de fallo renal, accidentes
cerebrovasculares, amputaciones y ceguera, lo cual limita la calidad y esperanza de vida

ly Rorsmanl, 2012)).

4.1.3. Clasificacion: Diabetes tipo 1 y 2

La diabetes puede ser clasificada en tipo 1 y tipo 2. La diabetes tipo 1 es causada por una
respuesta autoinmune en donde el sistema inmunolégico ataca a las células S pancreaticas, lo cual
limita la produccién de insulina. La diabetes tipo 1 puede ocurrir a cualquier edad, aunque en la
mayoria de casos se manifiesta a partir de la nifiez [2021)). En cambio, en la diabetes tipo 2,
el alto azticar en sangre se debe a una incapacidad de la funcién de las células 3, y es la mas vista
alrededor del mundo (Ashcroft y Rorsman| 2012). La causa mas comtn de la diabetes tipo 2 es la




obesidad, en la cual las células pancreaticas aumentan su produccion de insulina para compensar por
el exceso de azucar sanguineo, lo que puede eventualmente llevar al fallo de células sobrecargadas de
trabajo (Reinehr}|2013). Otras causas del mal funcionamiento de las células 8 pueden ser mutaciones
genéticas, o estresores externos como el embarazo y/o la resistencia a la insulina en tejido periférico
independiente de obesidad ((WHO)} 2016)). Es importante mencionar que, aunque la diabetes tipo
2 es vista mayormente en adultos, se han incrementado los casos en nifios y jovenes, debido a la
obesidad relacionada con la poca actividad fisica y la dieta inapropiada (Dabelea y cols., [2014).

4.1.4. Tratamientos para la diabetes

La glucosa sanguinea juega un papel muy importante en el control y la prevencion del desarrollo
o progresion de la diabetes tipo 1 y 2. Muchas veces, sus niveles pueden ser manejados con suple-
mentacion de insulina o con medicamentos como la metformina ((WHO),2016). La principal funcion
de la metformina es disminuir la produccién de glucosa por el higado, reduciendo la glucemia en
sangre en ayunas, sin embargo sus efectos secundarios pueden ser gastrointestinales o un posible
aumento de acidosis lactica debido al aumento del lactato plasmético al inhibir la respiracién mito-
condrial en el higado (DeFronzo, Fleming, Chen, y Bicsak, 2016; Nathan y cols., 2009)). A diferencia
de la diabetes tipo 1, la diabetes tipo 2 puede prevenirse reduciendo los factores que aumentan
la predisposicion a esta enfermedad, como el mantener una alimentaciéon balanceada, aumentar la
actividad fisica, y reducir el tejido adiposo, entre otros (Ashcroft y Rorsman, 2012)). Para tratar la
diabetes tipo 1 o tipo 2 cuando hay insuficiencia de insulina, es requerido el uso de inyecciones de
esta de por vida, que ademéas de incomodo para el paciente, produce un aumento en el riesgo de
hipoglicemia fatal (Cryer} 2008)). Es por esto que se han buscado otros métodos para tratar esta
enfermedad, entre ellos el trasplante de islotes pancreaticos. El trasplante de islotes pancreaticos
alogénicas ha probado tener muchos beneficios en el tratamiento de la diabetes tipo 1 (Rickels y
Robertson, 2019). Pacientes que han recibido estos trasplantes han demostrado una disminucién en
la variabilidad en el control de la glucosa en sangre, eliminando el riesgo de hipoglicemia al establecer
secrecion de insulina interna(Latres, Finan, Greenstein, Kowalski, y Kieffer] 2019; |Shapiro y cols.|
2000). Sin embargo, entre los principales problemas est4 la pérdida de funcionalidad del trasplante
luego de un corto tiempo que puede ser debido a que solo una porcién de la masa de islotes so-
brevive a al trasplante(Rickels y Robertson, 2019)). Por otro lado, también su poca disponibilidad y
su bajo funcionamiento a comparacion con células pancreaticas saludables muestran un problema,
ademas de que, por su procedencia alogénica, para su trasplante se necesita de un tratamiento con
inmunosupresores para evitar su rechazo, pero el tratamiento prolongado con estos puede llegar a
causar toxicidad u otras complicaciones en la salud de los pacientes (Bellin y cols., |2012; [Rickels y
Robertson, 2019).

4.2. Maduracién de islotes pancreaticos

4.2.1. Avances y limitaciones para la generacion de islotes

Debido a las limitaciones de los trasplantes cadavéricos, se han buscado otras fuentes de islotes
para trasplantar (Helman y Melton, 2021; |Sneddon y cols., [2018]). A partir del primer aislamiento
de las Células Madre Embrionarias humanas (hESCs) en 1998 (Thomson y cols., [1998), el descu-
brimiento de su capacidad de diferenciacion in vitro, y la generacién de células madre pluripotentes
inducidas (iPSCs) en el 2006 (K. Takahashi y Yamanakal 2006) ha iniciado una era moderna para
la medicina regenerativa. Esta nueva era plantea generar tejidos y 6rganos a partir de células plu-
ripotentes para su uso como trasplante autélogo o alogénico para reemplazar tejidos danados por
enfermedades, heridas, o envejecimiento (Eguizabal y cols.,2019). Actualmente ya existen protocolos
capaces de generar islotes pancreaticos a partir de células pluripotentes (Millman y Pagliucal, 2017)).



Sin embargo, las células 8 de los islotes pancreaticos generados a partir de células pluripotentes se
asemejan mayormente a las células 5 neonatales, las cuales son células inmaduras con una capacidad
de secrecion de insulina muy baja y con un umbral de glucosa reducido, a comparacion las de islotes
en adultos (Blum y cols., 2012; [Velazco-Cruz y cols.| [2020; [Nair y cols., 2020). Es por esto que el
interés actual estd en comprender la maduracion de los islotes pancreaticos.

4.2.2. Islotes inmaduros y maduros
Anatémicamente:

El pancreas es una glandula proveniente del endodermo, puede dividirse en el pancreas exocrino
cuyas células secretan enzimas al final de los conductos pancreaticos y el pancreas endocrino cuyas
células secretoras de hormonas se encuentran agrupadas en los islotes de Langerhans: principalmente
las células « (Alfa) secretoras de glucagon, y las células 5 (Beta) secretoras de insulina, ademas
de grupos pequefios de células § (Delta) liberadoras de somatostatina y células PP secretoras de
polipéptido pancreatico (Pan y Wright| 2011) (Figura 2). Dentro del desarrollo embrionario del
pancreas las primeras células endocrinas que aparecen son las expresoras de insulina (53), seguidas
de las expresoras de glucagon (o) y somatostatina (0) y por tltimo las PP (Pan y Brissoval, 2014)).
En mamiferos las células 8 embrionarias de los islotes pancreaticos se consideran inmaduras, estas
son altamente proliferativas y unipotentes con granulos de insulina y un umbral de deteccion de
glucosa muy bajo secretando insulina atin a bajos niveles de glucosa. Luego ocurre su maduracién
funcional después del nacimiento en donde adquieren el fenotipo maduro por el que dejan de ser
altamente proliferativas y liberan insulina en respuesta a los niveles de glucosa correctos gracias al
umbral de deteccion méas alto (Liu y Hebrokl 2017 |Salinno y cols.| [2019).

Ciclo circadiano - Nutriciéon/Ayuno

El reloj circadiano es conocido como un temporizador interno de 24 horas (J. S. Takahashi,
2017). Este fue descrito a inicios del siglo XVIII a partir de que la planta de Mimosa siguiera
teniendo ciclos de activacién y descanso cada veinticuatro horas atn dentro de una caja oscura.
Y tiempo después, mediante la evaluacion genética en moscas de la fruta, se encontrd que el reloj
circadiano esta codificado por activadores y represores transcripcionales que forman parte de un
ciclo de retroalimentacion de transcripcion-traduccion autorregulada (Bass y Takahashil |2010). En
mamiferos, el mecanismo molecular del ciclo de retroalimentacion transcripcional autorregulada
incluye genes centrales que codifican activadores (CLOCK y BMAL1) y represores (PER y CRY)
(J. S. Takahashil, 2017). El reloj circadiano interno se sincroniza con los ritmos diurnos a través
de senales (zeitgebers) como la luz y alimentacion, para la utilizacion, movilizacion y eliminacion
de nutrientes durante horas del dia en que se encuentran disponibles (Panda, [2016). Ademéas de
estas funciones metabdlicas, también se ha determinado que, durante la maduracion de los islotes
pancreéticos, se encuentran involucrados varios genes relacionados al ciclo circadiano a través de
una constante dindmica epigenética (Alvarez-Dominguez y cols.) 2020; Rakshit y cols.| 2018]). Se
ha encontrado que una de las principales diferencias entre las condiciones fisiologicas en las que
se encuentran los islotes neonatales y los islotes maduros es la alimentacion ya que dentro del
vientre materno, se recibe una alimentaciéon constante alta en aminoacidos, mientras que después
del nacimiento empieza la interaccion y equilibrio de la “alimentacion/ayuno” ademéas de un aumento
en la ingesta de carbohidratos (Katsumoto y Grapin-Botton, [2020). Es por esto que se plantea que
este cambio nutricional provoca la maduracion funcional en las células 5 (Helman y cols., 2020).



Figura 2: Estructura del pancreas, distribucién, nombre y funciéon de las células que conforman los
Islotes de Langerhans.
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Elaborado en BioRender.com.

Factores moleculares involucrados en la maduracion de islotes (mMTORC1, TFEB y
DEC1)

El mTORCI1 es un regulador clave para la biosintesis celular. Este puede actuar como un sensor
nutricional al detectar el estado metabolico celular y controlar el cambio entre anabolismo y cata-
bolismo (Saxton y Sabatini, [2017)). Se cree que esta capacidad de deteccion de mTORC1 contribuye
a la maduracién de los islotes pancreaticos, al funcionar como sensor nutricional durante el cambio
de alimentacion constante a intermitente entre los neonatos y adultos (Helman y cols., 2020). El
mTORCI es una kinasa que pasa de estar activa a inactiva entre los estados metabélicos de alimen-
tacién y ayuno, respectivamente. Como se puede observar en la figura 3 al estar activa mantiene
fosforilado al factor de transcripcion EB (TFEB) que lo mantiene retenido en el citosol. Pero cuando
esta pasa a estar inactiva en un estado nutricional de ayuno, desfosforila a TFEB, lo cual permite
su translocacion al nicleo (Ballabio y Bonifacino, 2020).

El TFEB es un factor de transcripcion parte de la familia MiT/TFE que fomenta la expresion de
genes para la biogénesis lisosomal y la autofagia. Cuando hay dano lisosomal, mTORC1 es inhibida
causando la activacion de TFEB lo cual induce la biogénesis y autofagia facilitando el reemplazo
y reciclaje del lisosoma dafiado (Saxton y Sabatini, [2017). Ademas, también regula otros procesos
celulares importantes como la diferenciacion de células madre, endocitosis y el ritmo circadiano.
La translocacién al niicleo de este factor de transcripciéon puede ser debido a diferentes estimulos
ambientales como la inanicién, estrés oxidativo o dafio mitocondrial (Ballabio y Bonifacinoj [2020;
[Pastore y cols.| [2019).
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Figura 3: Interaccion entre mTORC1 y TFEB.
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La retencion de TFEB en el citosol se debe a estar fosforilado por mTORCI1 en su estado activo, mientras
que al dejar de estarlo se permite su translocaciéon al nucleo para la activaciéon de Decl. Elaborado en
BioRender.com.

Los factores de transcripcion Decl/Sharp2/Bhlhe40 y Dec2/Sharpl/Bhlhe41 son moduladores
del reloj circadiano mamifero, que interactian con BMAL1 y compiten con CLOCK/BMALTI al unir-
se a sus blancos, incluyendo sus propios promotores/potenciadores (Honma y cols., 2002} Kreslavsky|
[y cols., [2017; [Rossner y cols. 2008)). Se ha demostrado que Decl y Dec2 son activados especifi-
camente durante la maduracion postnatal de las células 8 (Figura 4) (Alvarez-Dominguez y cols.)
. Mientras que, la pérdida de Decl en células 3 resulta en ratones diabéticos debido a islotes
fisiologicamente inmaduros. Estudios en células hepéaticas también indican que la translocacion de
TFEB al nucleo puede activar a Decl (Pastore y cols) 2019)). Y estudios preliminares indican que
Decl se une a promotores/potenciadores de genes que codifican mediadores clave del aumento del
umbral de glucosa para la secrecion de insulina (Alvarez-Dominguez, Comunicacion Personal).
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Figura 4: Expresion de Decl y Dec2 en células Alfa («) y Beta (3) fetales y adultas.
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Resultados de expresion de Decl y Dec2 obtenidos por medio de secuenciacion de ARN
(Alvarez-Dominguez, Comunicacién Personal).
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CAPITULO b

Metodologia

5.1. Hipotesis

En condiciones de ayuno, la actividad del complejo mTORCI1 es suprimida, cambio que permite
la translocacién de TFEB al nticleo, donde promueve la expresion de Decl el cual a su vez se une a
mediadores clave para la maduracion de los islotes pancreaticos.

5.2. Diagrama

En el diagrama de la Figura 5 se ilustra la toma de decisiones que se siguié durante este estudio,
desde la recepcion de las células hasta el analisis de resultados.

5.3. Materiales y métodos

5.3.1. Medidas de bioseguridad y mantenimiento de condiciones asépticas

La linea celular Beta-TC-6 (ATCC@®) CRL11506™) de Mus musculus que se utiliz6 posee un nivel
de bioseguridad BSL-2, por lo que para el trabajo con ellas se aseguré el uso correcto y completo del
equipo de proteccion personal (PPE): bata, guantes, cubre zapatos y mascarilla ademas de lavado
de manos antes y después del trabajo en el laboratorio. Toda la manipulacién y el manejo de las
células se realiz6 dentro de una campana de flujo laminar la cual se esterilizé6 completamente con
etanol al 70 % y luz UV por 15 minutos antes y después de uso. Todos los materiales y suministros
que se utilizaron estaban completamente estériles, y antes de ser ingresados dentro de la campana se
limpiaron con etanol al 70 %. Luego del trabajo y la esterilizacion del area los desechos se depositados
en los contenedores BSL-2 correspondientes (ThermoFisherScientific, [2015; [ATCC, [2021)) .
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Figura 5: Diagrama del flujo que se siguié durante el proceso de experimentacion.
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5.3.2. Mantenimiento de células
Medio de cultivo

Se trabajo con Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) Glucosa 25 mM (ATCC®)) glucosa
5 mM (Corning®)). Para la preparacion del medio de cultivo completo se suplementaron ambos
DMEM con FBS (Gibco®)) a una concentracion final de 15 % y con Pen-Strep a una concentracion
final de 1% (Gibco®)). Por ejemplo, en el caso del medio de glucosa 25 mM, para la preparacion de
50 mL de medio de cultivo completo de mantenimiento se mezclaron 7.5 mL de FBS (Gibco®)) y
0.5 mL de Pen-strep (Gibco®)) con 42 mL de DMEM (ATCC®)) el cual se almacené a 4 °C.

Preparacion de PBS 1X

Para preparar 1 L de PBS 1X se midieron 800 mL de agua UP (UltraPura) y en constante
agitacion se agregaron 8 g de Cloruro de Sodio (NaCl, EMSURE®)), 0.2 g de Cloruro de potasio,
(KCl, Sigma-Aldrich@®)), 1.44 g de Fosfato de sodio dibasico (NayH POy, Sigma-Aldrich®)) y 0.245
g de Fosfato monopotasico (K H,PO,, EMSURE®)), al terminar de disolver todo se midio6 el pH y
verifico que se encontrara aproximadamente a 7.4, por ultimo se afor6 hasta completar los 1000 mL.
Al recipiente se le coloco cinta testigo y se autoclave6 20 minutos en la autoclave a 15 psi y 121°C,

luego se refriger6 hasta su uso (Bioquest, [2021al).
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Manejo

El mantenimiento y manejo de las células se realiz6 conforme al protocolo proporcionado por
ATCC (2021). Las células fueron enviadas a temperatura ambiente por medio de FedEx. Se enviaron
aproximadamente 12.5 £10° células en cada uno de los dos T-25 completamente lleno de medio de
crecimiento completo de mantenimiento (DMEM, 25mM glucosa, ATCC®), 15% FBS, Gibco®)).
Al momento de ser recibidas el contenedor se desinfecté con etanol al 70 % y se revisé macroscopica
y microscopicamente en busqueda de cualquier evidencia de contaminacién evaluando cambios de
pH, morfologia sospechosa de las células o la presencia de bacterias u hongos. Después de confirmar
que no habfa presencia de contaminacién, se extrajo todo el medio de cada uno de los contenedores,
se coloco en un tubo cénico de 50 mL y se centrifugdé por 5 minutos a 300 xg. Luego se eliminé todo
el medio de cultivo y se resuspendi6 el boton celular en 5 mL de medio de cultivo completo nuevo
previamente atemperado, esta solucion se coloco en T-25 y se incubaron en un incubador de cultivo
de tejidos ( Thermo Scientific®), STERI-CYCLE i160) a 37 °C CO2 al 5% hasta que estuvieron
listas para su subcultivo cambiandoles medio cada 48 hrs.

Examinacion de las células

Se observo la morfologia y viabilidad de las células todos los dias de forma cuidadosa y aséptica.
Para esto se evaluaron cambios en el color del medio: los cambios a morado o amarillo del rojo de
fenol indican cambios inesperados del pH a causa de una posible contaminacién o mal intercambio
de gases respectivamente. También se evalud la turbidez o la presencia de particulas o pequenas
colonias de hongos flotando en el medio. Con ayuda de un microscopio invertido (Motic@®)) con el
objetivo 10x, se evalud el medio en bisqueda de contaminaciéon microbiana y la morfologia de las
células. La contaminacion bacteriana se veria como pequenias colonias (puntos) negros en los espacios
entre las células, la rhongo se observaria el micelio filamentoso. La morfologia normal de las células
se puede observar en la Figura 6, durante la mitosis las células pueden despegarse de la superficie,
sin embargo, estas muestran una morfologia redonda y refractil a comparacion de las células muertas

que se verfan méas oscuras y pequenas (ATCC| 2021)).

Figura 6: Beta-TC-6 ATCC® CRL11506™ de Mus musculus.
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objetivo 10x ampliadas a 40x.

Digestion con Tripsina-EDTA

Al momento de estar a un 80-90 % de confluencia y sin evidencia de contaminacion se contaron
las células, se hicieron los subcultivos, todo dentro de una campana de flujo laminar en condiciones
asépticas. Todos los subcultivos o viales de respaldo se identificaron con la fecha, el ntimero de pasaje
y el nimero de células trasvasadas para su documentaciéon. Para esto se realizé antes una digestion
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con Tripsina-EDTA para asegurar el desprendimiento de las células de la superficie del contenedor
yva que estas son células adherentes.

Para esto se atempero la solucion de Tripsina-EDTA (0.25% p/v y 0.53 mM, respectivamente,
Sigma-Aldrich@®)) y el medio de crecimiento completo a 37 °C previo a empezar la digestion. Se
descarto el medio en el que las células se encontraban y se lavd cuidadosamente la superficie del
contenedor con 5 mL de PBS 1x libre de magnesio y calcio, luego de retirar el PBS se agregaron
0.5 mL de la solucion de Tripsina-EDTA y se dejé reposar en un incubador de cultivo de tejidos a
37 °C CO4 al 5% por 3.5 minutos, al momento de que las células se empezaron a separar, se dieron
golpecitos el fondo de la placa para fomentar la separacion de todas estas. Inmediatamente después
de los 3.5 minutos se inactivé la Tripsina al agregar 6 ml del medio de crecimiento completo, seguido
de la homogenizacién y resuspension de las células gentilmente por pipeteo. Para eliminar la solucién
de Tripsina-EDTA se trasvasé a un tubo de centrifugacion toda la soluciéon y se centrifugd por 5
minutos a 200 x g para luego descartar el sobrenadante sin perturbar el botén celular y resuspender
las células en 5 mL de medio fresco a 37 °C (ATCC| 2014).

Conteo

Para el conteo se utilizdé una cdmara de Neubauer o hemocitémetro. Este se limpié y secd junto
con el cubreobjetos utilizando alcohol al 70 %, luego se coloco el cubreobjetos sobre la placa para
formar el sistema de conteo. En un tubo de 1.5 mL se transfirieron 10 ul de la solucién de células
formada luego de la digestion con tripsina, después se prosigui6 a la inactivacion de esta agregando
medio nuevo y la homogenizacién de las células para asegurar un conteo correcto. Se realiz6 una
dilucién 1:5 agregando 40 ul de azul de triptano a este tubo y mezclando cuidadosamente con la
pipeta. Luego se transfirieron 10 ul de esta dilucién a la placa utilizando una micropipeta colocando
la punta de esta en uno de los lados del cuadro visible de la placa intentando dejar pasar el liquido
en el espacio entre la placa y cubre objetos. Se colocéd la camara en el microscopio de contraste de
fases y se observaron las células con el objetivo de 10x. Las células dentro de los cuadrantes 1, 2,
3,4,5,6, 7y 8de la Figura 7 se contaron y se determiné el promedio de células por cuadrante, el
porcentaje de células viables (Ecuacion 1) y la concentracion de células por mililitro (Ecuacion 2).
Todo esto se realiz6 en duplicado asegurando contar al menos 250 células para tener una cantidad
de células suficientes para modelar a la poblacién completa (Strober} 2015).

Subcultivo

Al terminar con el conteo de células se realizaron las alicuotas necesarias con el fin de sembrar
aproximadamente 0.2 £10° de células por cm? de superficie a utilizar, por ejemplo, si se utilizé un
T-25 se sembraron 5M de células en total. Si del conteo se definié que habian 10 10° de células en
total, se dividi6 la solucion en 2 alicuotas para ser sembradas en 2 T-25. Dentro del flujo de trabajo
(Figura 8) se puede observar que se trabajo cada semana con dos contenedores T-25 (Corning®)),
uno para realizar criopreservacion por cada pasaje y el otro para el mantenimiento de la linea durante
los pasajes; estos se incubaron a 37 °C en incubadora de tejidos con COy al 5%. El contenido del
segundo frasco se dividié en aproximadamente 10 pozos (1 210° células/pozo = 0.4 £10° células/cm2)
de las placas de 24 pozos (COSTAR®)) para iniciar con los distintos tratamientos después de que
estas se hayan adherido correctamente a la placa luego de 24 hrs. Lo que quedd de este segundo
contenedor se criopreservo en alicuotas de 1 mL a una concentracion de 5 210° células/ml (Poitout
y cols.} [1995; ]ATCC] |12021)).
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Figura 7: Camara de Neubauer o Hemocitémetro.
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Donde 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7y 8 son los cuadrantes utilizados para el conteo de las células.

Ecuacién 1: Porcentaje de células viables.

Clulasviables *100
Clulasviables+Clulasnoviables

% células viables =
Ecuacién 2: Concentracion de células (células/mL)

[] células/mL = Promedio de células*Factor de dilucion* 10%

(Strober, 2015)

Almacenamiento

Criopreservacion

Se prepard y rotulé con nombre, nimero de pasaje y cantidad de células un tubo de criopreserva-
cion por cada 52108 células a preservar. Del Flask de criopreservacion (Figura 8) luego de pasar por
el proceso de digestion con tripsina, la inactivacion de la Tripsina y conteo. Al botén celular formado
luego de ser centrifugada la solucion de células y eliminado el medio en el que se encontraban se le
agreg6 suficiente medio de cultivo completo con 5% (v/v) de DMSO al boton celular para tener 5
210°% Células por mililitro. Por ejemplo: Si se tenian 10 2106 células se homogenizaran en 2 mL de
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medio completo de criopreservacion. Esta solucién muy bien homogenizada se dividié en alicuotas
de 1 mL y se almacenaron a -80°C por 24 horas, luego se pasaron a un tanque de nitroégeno liquido
para su almacenamiento (ThermoFisherScientific, 2015)).

Figura 8: Flujo de trabajo para el pasaje y division de las células al momento de su llegada.

Beta-TC6 recibidas

T-25 Criopreservacion T-25 de Mantenimiento Platos para Stock
tratamientos criopreservado

gPCR Sintesis de cDNA l 3 dlas
4—

IEMIEMNELN  <+— SONON Extraccion de ARN
W

Elaborado en BioRender.com.
Descongelamiento

De ser necesario el uso de alguno de los respaldos almacenados se tom6 uno de los viales y se
descongelé en un bano de agua a 37 °C por aproximadamente 1-2 minutos. Luego se esterilizo el
vial con alcohol al 70% y se sigui6 con toda su manipulacién en condiciones asépticas dentro de
la campana de flujo laminar previamente esterilizada. Se transfiri6 gota a gota 1 mL de medio de
cultivo completo al criotubo, luego se trasvaso gota a gota el contenido de este tubo a un tubo de
15 mL con 9 mL de medio de cultivo completo para luego centrifugarlo por 5 minutos a 200 xg. Se
descarto el sobrenadante y se resuspendio el botén celular con 5 mL de medio de cultivo completo
mediante un pipeteo gentil, luego se trasvas6 a un T-25 previamente identificado con la fecha, el
nimero de pasaje y el namero de células trasvasadas, luego se coloco en un incubador de cultivo de
tejidos a 37 °C y 5% COs y se le cambi6é medio cada 48 hrs (ThermoFisherScientific, 2015]).

5.3.3. Tratamiento estable y transitorio

Medios

Preparacion de medios para tratamiento

Para los tratamientos se utilizo medio completo glucosa 5 mM (DMEM 5mM, 15% FBS y 1%

18



Pen-strep). Este se suplement6 con glucosa para llegar a concentraciones de 8 mM y 20 mM (Medio
completo para tratamientos estables y transitorios de 20 y 8mM respectivamente), para esto se
prepard un Stock de 1 M de glucosa a partir de 1.8 gramos de glucosa (Sigma-Aldrich@®)) y 10 mL
de agua UP, esta solucién se filtré por un filtro de 0.2 um para su purificacién. Luego, dentro de la
campana estéril se tom6 0.24 mL y 1.2 mL del Stock y se coloco en 79.76 mL y 78.8 mL del medio
de cultivo bajo en glucosa para llegar a las concentraciones de 8 mM y 20 mM respectivamente.

Validacion de la concentracion de glucosa en los medios

Para validar que los medios tuvieran la concentracion esperada, se midié su concentracion me-
diante un glucometro (Accu-Chek®)). Para esto se tomaron 500 uL de cada medio en tubos de 1.5
ml y se sumergid la tira del glucometro en cada uno luego de ser homogenizado. Esto se realiz6 en
duplicados y se anot6 el resultado en mg/dc, esto se pasdé a mM por medio de la Ecuacion 3.

Ecuacién 3: conversion de mg/dL a mM

__ concentracin del glucmetro(mg/dL)+10
[] Glu mM~ 180g/mol

Establecimiento de los tratamientos

En 10 pozos de una placa de cultivo de tejidos de 24 pozos (COSTAR®)), se sembraron aproxi-
madamente 1210° células por pozo suspendidas en 0.5 mL de medio completo para dar inicio a los
tratamientos los cuales se realizaran segun (Alvarez-Dominguez y cols., |2020). Se esperaron 24 horas
para la adhesion de las células a la superficie de los pozos, luego se inici6 con el cambio de medio
para los tratamientos. Por 3 dias se estuvo trabajando los distintos tratamientos como se muestra
en la Figura 9 y 10. Tratamiento con glucosa 8 mM estable (2 de los pozos con cambio de medio
cada 48 horas), Tratamiento con glucosa 20 mM estable (2 de los pozos con cambio de medio cada
48 horas), Control estable 5 mM (2 de los pozos con cambio de medio cada 48 horas). Tratamiento
con glucosa 8 mM /20 mM transitorio (2 de los pozos intercalando los medios de glucosa 8 mM y 20
mM cada 12 horas) y el Control glucosa 5 mM /5 mM Transitorio (2 de los pozos con con cambio
de medio de 5 mM de glucosa cada 12 horas). Inmediatamente después de estos 3 dias se procedio
a hacer la extraccion de ARN.

5.3.4. Extraccion de ARN

Se utilizo el Kit de extraccion de ARN Total SV Total RNA Isolation System de Promega
(Promegal [2018bf). Antes de comenzar con la extraccion de ARN se cre6 un ambiente libre de
ribonucleasas, utilizando RNaseZap para limpiar todas las superficies luego de haber utilizado etanol
al 70 %. Todos los deméas suplementos y materiales que se utilizaron cumplian con el certificado de
material libre de nucleasas y sus recipientes se limpiaron con un pano himedo con RNaseZap.

En la campana de flujo laminar previamente esterilizada como se mencioné anteriormente se les
retird y desecho6 el medio de cultivo completo a las células dentro de los pozos, la capa adherida a
la superficie se lavdé con PBS 1X sin calcio ni magnesio frio y estéril, al remover esta solucién, se
agregaron aproximadamente 100 uL. de soluciéon de Tripsina-EDTA previamente atemperada para
cubrir la capa de células en la placa. Se mezcld la placa de cultivo con movimientos suaves y se
incub6 aproximadamente 3.5 minutos a 37 °C en incubadora de cultivo de tejidos con CO5 al 5 %.
Luego de este tiempo, se dieron golpecitos el fondo de la placa para fomentar la separacion de todas
las células, luego se agreg6é 1 mL de medio de cultivo completo atemperado y se mezclara por pipeteo
gentil para terminar de separar las células y homogenizarlas. Por ultimo, para eliminar la solucién
de Tripsina-EDTA se trasvasé a un tubo de centrifugacion de 2 mL y se centrifugaron por 5 minutos
a 200 xg para descartar el sobrenadante, el botén celular se lavo con 1 mL de PBS 1X sin calcio ni
magnesio.

19



Figura 9: Diagrama de concentraciéon de glucosa de los distintos tratamientos.
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Mostrando en el eje x la concentracion de glucosa y en el eje y las horas. Para los tratamientos de glucosa
estable 20 mM, glucosa estable 8 mM y glucosa transitorio 8 mM /20 mM. Elaborado en BioRender.com.

Todas estas células colectadas (alrededor de 5210°) se volvieron a centrifugar a 300 xg por 5
minutos, luego se descarto el sobrenadante y se realiz6é un lavado con 1 ml de PBS libre de calcio y
magnesio estéril y frio centrifugandolas de nuevo a 300 x g por 3 minutos para colectar las células y
descartar el sobrenadante. Se agregaron 175 ul de RNA Lysisis buffer a las células ya lavadas y sin
PBS, homogenizando el boton celular con vortex vigoroso. A esta solucion se le agregaron 350 ul
de buffer de dilucién de ARN y se mezclo por inversion de 3-4 veces, luego se coloco en un bloque
térmico a 70°C por 3 minutos, para pasar a su centrifugacion 10 minutos a 14,000 x g. Luego de la
centrifugacion si se observaba un botén celular viscoso se descartaba con ayuda de una micropipeta.

Después se le agregaron 200 ul, de etanol 95 %, se mezclo por pipeteo 3 a 4 veces y se prepar6
el sistema tubo-columna. El lisado con etanol se transfiri6 al sistema tubo-columna y se centrifugd
1 minuto a 14,000 x g, luego se descartd el liquido del tubo de recoleccion y se coloc6 de nuevo
con la columna. A esta columna se le agregaron 600 ul. de RNA Wash solution diluida en etanol y
se centrifugd un minuto a 14,000 x g. Al momento de vaciar el tubo de recoleccion, se procedié a
preparar la mezcla de incubacién de ADNasa (40uL de yellow core buffer con 5 ul de 0.09 M MnCls
y 5 uLl de ADNasa I por reaccién).

Después se agregaron 50 uL de la mezcla de incubacion a la columna, y se incub6 por 15 minutos
a 20-25°C. Luego de este tiempo se agregaron 200 uL. de DNAse stop solution y se centrifugd por 1
minuto a 14,000 x g. El tubo de recoleccion se vacid y se agregaron 600 ul. de RNA Wash Solution,
seguido por una centrifugacién 1 minuto a 14,000 x g. El tubo de recoleccion se vacié nuevamente y
se agregaron 250ul. de RNA Wash solution, para centrifugar por 2 minutos a méaxima velocidad. Por
altimo, se transfirié la columna al tubo de elucién y se agregaron 25 ul. de agua libre de nucleasas,
para centrifugar por 1 minuto a 14,000 x g. Esta solucién ya contenia el ARN deseado, el cual se
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Figura 10: Diagrama de distribucién de los pozos y los tratamientos a los que seran sometidas las
células por 3 dias.
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Luego de los 3 dias se procedera a la extraccion de ARN, sintesis de ADN¢, PCR tiempo real de
retrotranscripciéon y analisis de resultados. Elaborado en BioRender.com.

cuantifico y almaceno a -80°C hasta su uso para la sintesis de ADNc.

Para la segunda y tercera extraccion de ARN se normaliz6 la cantidad de ARN a utilizar dentro
de la sintesis de ADNc llevando todas las extracciones a 50 ng/mL. Por ejemplo si en una de las
muestras el nanodrop dio una concentracion de 100 ng/mL a esta se le agregaron 25 ul. de agua
libre de nucleasas para llegar a una concentracion de 50ng/ul. (Ecuacion 4).

Ecuacion 4: Cantidad de agua a agregar para la normalizacion de la extraccion de ARN.
ulL a agregar = %

Donde:

x = concentracion en ng/ul obtenida del nanodrop

5.3.5. Sintesis de ADNc

Para la sintesis de ADN complementario, se utilizo el Kit GoScript Reverse Transcription System
de Promega . Después de haber evaluado la concentraciéon de ARN extraida de cada
una de las muestras en el paso anterior se procedi6 a limpiar la campana blanca con Etanol al 70 %
y se dejo actuar la UV por 15 minutos mientras que en la campana de trabajo de ARN se realizaron
las soluciones de 5 ul del ARN y los Oligos como lo muestra el Cuadro 1 para cada uno de las
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muestras de ARN extraidas en tubos de 0.2 mL.

Cuadro 1: Mezcla de ARN y oligos para una reacciéon de sintesis de ADNec.

Componente Cantidad final
Oligo dT primers (0.5 ug por reaccion) 1ul
Random primers (0.5 ug por reaccion) 1ul
ARN extraido (0.15 ug por reaccion) 3 ul
Volumen final 5 ul

Este volumen final se incub6 por 3 min a 70 °C, luego de esta incubacioén se coloc6 inmediatamente
en un bano de hielo por 5 minutos. A estos se les dio un spin por 10s en la centrifugadora y se
mantuvieron en bano de hielo hasta ser agregados a la mezcla de transcripciéon reversa o Master
Mix (MM). Esta mezcla se preparé en la campana blanca combinando los reactivos enlistados en el
Cuadro 2 en el orden descrito.

Cuadro 2: Componentes del Master Mix para la sintesis del ADNc.

Componente 1X 10X
Agua libre de nucleasas Hasta 15 ul Hasta 150 ul
GoScript 5X Reaction Buffer 4 ul 40 ul
MgCl12 (1.5-5 mM concentracion final) 2 ul 20 ul
dNTPs (concentracion final 0.5 cada uno) 1 ul 10 ul
Inhibidor de Ribonucleasa 0.5 ul 50 ul
GoScript Reverse Transcriptase 1ul 10 ul
Volumen final 15 ul 150 ul

Luego de tener la solucion del Master Mix, se homogeniz6 por pipeteo y se dividié en alicuotas
de 15ulL en los tubos de 0.2 mL colocados en hielo en el paso anterior con los 5 ul de la mezcla de
ARN vy oligos, a los cuales se les di6 un mini spin para recuperar todo el volumen en el fondo del
tubo y por tltimo se colocaron dentro del termociclador con el programa de sintesis de la primera
hebra (Cuadro 3). Este ADNc se almacené a -20 °C hasta su uso en el PCR tiempo real.

Cuadro 3: Programa de termociclador para la sintesis de la primera hebra.

Paso ‘ Temperatura Tiempo
Activacion de la polimerasa 25 °C 5 minutos
Desnaturalizacion 42 °C 60 minutos
Alineacién y extension 15 °C 15 minuto

5.3.6. Preparacion de primers
Preparacion de buffer TE

El buffer TE se prepar6 a partir de EDTA 0.5 M (Invitrogen®)) y Tris-HC1 1 M (Ultrapure®)).
Se tomaron 100 uL de la solucion de EDTA 0.5 M y se mezclaron en 900 ul. de agua DEPC
(Invitrogen®)), de esta soluciéon de 0.05 M se tomaron 300 uL y se mezclaron en 10 mL de agua
DEPC. Luego se procedi6é a agregar 150 uLi de la solucién de Tris-HCl 1 M, esto se mezcld y se
confirm6 que la solucién estuviera a pH 8. Por tltimo, se afor6 a 15 mL agregando los 4.55 mL
restantes de agua, se mezclé muy bien y se filtré por un filtro 0.2 um (Bioquest), [2021b)).
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Resuspension

La secuencia de los primers a utilizar se obtuvo de Origene (https://www.origene.com/products/
gene-expression/gpcr/primer-pairs) estos se ordenaron en IDT y se resuspendieron en buffer TE (10
mM Tris-HCl y 0.1 mM EDTA pH 8). El Stock principal se encontraba a 100 uM, al agregar a
cada primer liofilizado la cantidad de buffer TE indicado utilizando la Ecuacién 5. Por ejemplo, si
el rendimiento del oligo es 25 nmoles se resuspendié en 250 uL. de buffer TE. Luego se realizaron
las alicuotas a 20nM para su uso en el PCR tiempo real tomando 20 ul. de la solucién Stock y
agregandole 80 ul. de buffer TE. Los primers se almacenaron en un refrigerador a -20 hasta su uso
(IDT}, 2017)).

Ecuacién 5: Volumen de buffer TE para la resuspencion de los primers para generar la solucién
Stock de 100 uM.

uL de TE = Rendimiento del oligo (nmol)*10
(IDT] 017)

Cuadro 4: Lista y descripcion de primers a utilizar dentro del PCR tiempo real de retrotranscripcion.

Clave Nombre Secuencia Descripcion
Gl mBhlhe40 F CGGATTAACGAGTGCATTGCCC Gen de interés
mBhlhed0 R GCTTCAACGTAAGCTCCAGAACC Decl

G2 mNrldl_F CAGGCTTCCGTGACCTTTCTCA Modulador periférico del
mNrldl R TAGGTTGTGCGGCTCAGGAACA reloj circadiano: Nrldl

G3 mArntl F ACCTCGCAGAATGTCACAGGCA
mArntl R CTGAACCATCGACTTCGTAGCG  Componentes centrales del reloj

G4 mPerl F GAAACCTCTGGCTGTTCCTACC circadiano: Arntl y Perl

mPerl R AGGCTGAAGAGGCAGTGTAGGA

Gb mMyc F TCGCTGCTGTCCTCCGAGTCC Modulador periférico del reloj
mMyc R GGTTTGCCTCTTCTCCACAGAC circadiano: Myc
185 | m18S rRNA F GTAACCCGTTGAACCCCATT Gen de referencia: ARNr 18S

ml8S rRNA R CCATCCAATCGGTAGTAGCG

En donde R = Reverse y F' = Forward.

5.3.7. PCR en tiempo real

Se utilizo el protocolo descrito en el Kit Power SYBR(®) green Master Mix (ThermoFisherScientific,
2011)). Para esto se atemper6 el Power SYBR®) green Master Mix y los primers a utilizar enlistados
en el Cuadro 4, estos se mezclaron con vortex y se les di6 un spin para recuperar el volumen completo
en el fondo del tubo.

Se realizé el Master Mix para el PCR tiempo real combinando los reactivos enlistados en el Cuadro
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5 en el orden descrito tomando en cuenta que para cada uno de los genes se realiz6 un duplicados
y que fueron 5 tratamientos por lo que para cada uno de los genes se prepard aproximadamente

Master Mix para 20 reacciones.

Cuadro 5: Componentes del Master Mix para PCR tiempo real.

Componente 1X 20X
GoTaq gPCR Master Mix (2x) | 10 uL.  Hasta 200 ul
Forward primer (20x) 1ul 20 ul
Reverse primer (20x) 1ul 20 ul
Agua libre de nucleasas 8 ul 160 ul
Volumen final 20 ul 400 ul

Se realiz6 la amplificacion por duplicados por lo que se utilizaron dos pozos por gen y control a
evaluar. A cada pozo de la placa de 96 pozos se le agregaran 20 ul de Master mix, luego se agregaron
5 ulL del ADNc sintetizado en el paso anterior tomando en cuenta el mapa de reacciones de la Figura
11, el control (NTC) llevaba toda la mezcla de reaccion a excepcion del ADNe sintetizado para cada

tratamiento, en su lugar este llevo
se coloco en el termociclador (ABI
génica (Cuadro 6).

5 ul de agua libre de nucleasas. Por tltimo, se sell6 la placa y
7500®)) utilizando el programa para la evaluacion de expresion

Figura 11: Mapa de la placa de 96 pozos para el PCR tiempo real para todos los tratamientos y
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Cuadro 6: Programa del termociclador tiempo real para evaluacion de expresiéon génica por PCR
tiempo real.

Paso Ciclos Temperatura Tiempo
Activacion polimerasa 1 95 °C 2 minutos
Desnaturalizacion 40 95 °C 15 segundos
Alineacién y extension 60 °C 1 minuto
Curva de disociacion 1 95 °C 15 segundos
60 °C 1 minuto

Validacion de la amplificaciéon de los productos de interés

Para la validaciéon de la amplificacién correcta de los productos deseados se realiz6 un gel de
agarosa al 2% para el cual se disolvié la agarosa en buffer TBE 1x y se calent6 por 2 minutos
interrumpidos durante periodos cortos para su homogenizacién. Luego se dejé enfriar la soluciéon por
unos minutos y se le agregd GelRed®), luego se coloco en la camara de polimerizacion (RunOne™)
ya armada con el peine y se dej6é polimerizar por 15 minutos. Por ultimo, se cargaron las muestras
de la primera amplificacion de prueba de los genes de interés con 1 ul de 5x DNA gel loading buffer
y se cargd la escalera Perfect DNA™ 50 bp Ladder (Novagen™). Este se se corri6 en el sistema de
electroforesis (RunOne™) a 50 V por 1 hora y 30 minutos y se visualiz6 en un transiluminador (UV
BioDoc-It®) 220 Imaging System) (Boeuf y cols., 2005)). Para comprobar el tamafio esperado de
los amplicones se buscé en NCBI la secuencia de cada uno de los genes de interés utilizando como
referencia los co6digos mas recientes incluidos dentro de la pagina de Origene, luego por medio de
Primer3 y BLAST se alinearon los primers con el gen dando asi el resultado la longitud esperada
para cada fragmento a amplificar en pb.

5.3.8. Analisis de resultados
Analisis de expresion génica relativa

A partir de las corridas anteriores de PCR tiempo real de retrotranscripcion se obtuvieron los Ct
(ciclos necesarios para llegar al umbral) de cada uno de los genes analizados para los 5 tratamientos.
Para su analisis se utiliz6 un analisis de expresion relativa por el método 2° -AACt (Rao, Huang,
Zhou, y Lin, 2013) en la que se utilizé al gene m18S rRNA como nuestro Housekeeping debido a
su poca variabilidad en el rango de expresion en una variedad de tejidos y condiciones (Van Acker
y cols.) 2019). Dentro del anélisis se tomo la expresion de este como un 1 estableciendo una punto
especifico de comparaciéon por lo que la expresion de los demés genes sera relativa a la expresion de
este.

Para realizar este método utilizaron las siguientes ecuaciones:
Ecuacién 6: Determinacion de la expresion relativa (Rao y cols., [2013).
Expresion relativa del gen X = 2° -AACt
Donde:
AACt= ACt(muestra tratada)- ACt(muestra control)
Donde:

ACt = ACt(gen de interés)- ACt(gen Housekeeping)
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Analisis estadistico

El analisis estadistico y las graficas fueron elaborados en R (Core Team y cols., [2016). El paquete
que se utilizé fue rstatix (Kassambaral, 2021) para las pruebas paramétricas y ggplot (Wickham,
Chang, y Wickham| 2016) para la elaboracion de las graficas. Dentro del estudio se trabajo con los
niveles: Glucosa 20 mM Estable, Glucosa 8 mM estable, glucosa 5 mM control estable, Glucosa 8
mM /20 mM transitorio y glucosa 5 mM /5 mM control transitorio. Los cuales se evaluaron por
pares comparando el control glucosa 5 mM estable vs todos los deméas tratamientos.

Al estar comparando por pares, se utilizo la prueba paramétrica T de Welch de comparacion de
medias utilizando el diagrama de decisiones ilustrado en la Figura 12. Por lo que primero se evalu6
la existencia de datos extremos atipicos con la funcion identify outliers(). Si en caso se presentan
este tipo de datos, estos se eliminan y se comprueba que ya no hayan con la misma funcién. Al
no presentar este tipo de datos se evalué la normalidad de los datos obtenidos con la prueba de
Shapiro-Wilk con la funcion shapiro test(). La hipotesis nula de la prueba de Shapiro-Wilk plantea
que los datos evaluados tienen la misma distribuciéon que una distribucién normal. En el caso de
mostrar normalidad (p > 0.05) se evalud la homocedasticidad de los datos utilizando la funcion
levene test(), La hipotesis nula de la prueba de Levene plantea que los datos evaluados tienen la
misma varianza a lo largo de los distintos niveles. Por lo que con un valor p mayor al alfa (0.05) no
se rechaza la hipo6tesis nula y se puede concluir que los grupos de datos poseen varianza constante.
En el caso de que el valor p sea menor al alfa (0.05) se rechaza la hip6tesis nula y se puede concluir
que no todos los datos poseen una varianza constante por lo que se realiz6 la prueba T de Welch con
la funcion t _test() utilizando los parametros por defecto. Pero si estos muestran varianza constante
se utiliza especificiando este pardmetro del modo: t_test(datos, var.equal = T). La hipotesis nula
de estas pruebas plantea que los promedios son iguales, la cual se debe rechazar en caso de que el
valor p < 0.05 (Kassambaray, [2019)). Por altimo, se utilizé6 un software en linea para la estimacion
del tamano de muestra necesario para aumentar el poder estadistico en préoximos estudios utilizando
los datos obtenidos a partir de las pruebas y anélisis anteriores (Soper, [2022])
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Figura 12: Diagrama de decisiones para el anélisis de comparaciéon de promedios por medio de R,
comparando 2 niveles
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CAPITULO ©

Resultados

6.1. Establecimiento de la linea celular

En este estudio se establecio la linea celular Beta-TC-6 (ATCC@®) CRL11506™) de Mus musculus
dentro de la Universidad del Valle de Guatemala. 7 dias después de la llegada de las células estas
ya mostraban una confluencia suficiente para comenzar con los subcultivos correspondientes para su
uso, mantenimiento y almacenamiento (Figura 13).

Los tratamientos se realizaron por 3 semanas, dentro de las cuales se evaludé el crecimiento
de las células en los Flask T-25 de mantenimiento y de criopreservacién mediante un conteo con
hemocitometro de cada cosecha, luego de su digestion con tripsina previo a su division (Figura 14).
Ademas, se evalu6 su viabilidad a través de tincion con azul de Tripano (Anexos, Cuadro 1). Dentro
de la Figura 14 se puede observar que las células tuvieron un crecimiento bastante similar durante
las tres semanas, creciendo en promedio 19.7 & 2.5 x10% células totales dentro de los Flask de 25
cm? luego de haberlas sembrado a una densidad de 0.2 #10¢ células/cm?.

6.2. Analisis de expresion génica

Para evaluar el papel que cumple la nutricién en la expresion de los genes de interés, en la linea
celular previamente establecida, primero se validaron los primers de PCR a utilizar (listados en
Métodos, Cuadro 4). Se analiz6 un Gel de Agarosa al 2% luego de la extraccion de ARN;, sintesis de
ADNc, y PCR en tiempo Real, a partir de 2.5 £10% de células tomadas de la primera cosecha de uno
de los T-25 recibidos. Como se muestra en la Figura 15, se observaron los amplicones de tamanos
esperados, validando asi los primers.
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Figura 13: Crecimiento y visualizaciéon de las células en un microscopio invertido en objetivo 10x
ampliadas a 40x.

Figura 14: Tasa de crecimiento de las células Beta-TC-6 durante 3 semanas.

Conteo celular durante 3 semanas
25

)
=

15 semana
[ Semana1
Semana 2
10 Semana 3

Células totales (millones)

Dia 0 Dia 7 Dia 10 Dia 0 Dia 8 Dia 0 Dia 7
Dias de cultivo

0

Numero de células totales después de su digestion con tripsina, obtenido por medio de conteo manual en
duplicado bajo microscopio, usando un hemocitémetro, a lo largo de tres semanas de tratamiento luego de
7, 8 y 10 dias de haber sembrado 5 millones de células en un Flask de 25 cm?. Para datos y viabilidad ver

Anexos, Cuadro 1.

29



Figura 15: Validacion de productos del PCR en tiempo real de retrotranscripcion.

Decl . Nrldl  Arnd  Perl Mye NTC . Tamaiio
esperado

(Pb)

(A) amplificaciéon observada para los productos en un gel de agarosa 2 %, separados a 50 V durante 1 hora
y 30 minutos y visualizados utilizando GelRed®) y la escalera Perfect DNA™ 50 bp Ladder (Novagen™)
(B) Tamaiio esperado en Pb para los amplicones, determinados segtn Primer3 y BLAST.

Luego de esto, se midié en duplicado la concentraciéon de glucosa en los medios a utilizar, por
medio de un glucometro (Accu-Chek@®), 10 mg/dL - 600 mg/dL), para validar las diferentes con-
centraciones de glucosa correspondientes a cada uno de los tratamientos: Glucosa 20 mM estable,
Glucosa 25 mM estable, Glucosa 8 mM estable, Glucosa 5 mM estable, Glucosa 5 mM / 5 mM
transitorio, Glucosa 8 mM /20 mM transitorio (Figura 16).

Por ultimo, luego de extraer el ARN de las células después de 3 dias de estar sometidas a los
diferentes tratamientos de cada semana (ver Anexos, Cuadro 2 para cuantificacién y pureza), se
realizé PCR tiempo real de retrotranscripcién para medir, mediante los Ct obtenidos, la expresion
relativa de cada gen de interés. La expresion relativa se obtuvo mediante la Ecuacion 6 de Métodos,
normalizando el Ct del gen de interés relativo al Ct de un gen housekeeping (que en este caso fue
el ARNr 18S) como punto especifico de comparacion. Los valores resultantes fueron subsecuente-
mente comparados con el tratamiento control (glucosa 5 mM estable). Los resultados finales fueron
graficados por medio de R en diagramas de caja y bigotes usando el paquete ggplot2 (Figuras 17 y
18).
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Figura 16: Validacién de la concentracion de Glucosa en los medios para los distintos tratamientos.

A.  Validacion de la concentracion de Glucosa en los medios

® Concentracion Experimental Concentracion Tedrica
25

20

15

10

Concentracion de Glucosa (mM)

Glucosa25mM  Glucosa 20 mM Glucosa 8 mM Glucosa 5 mM

Medio
B. Concentracion Concentracion teorica
Medio experimental (mM) (mM)
Glucosa 25 mM 21.6+0.1 25
Glucosa 20 mM 188 £0.5 20
Glucosa 8 mM 7.5+0.1 8
Glucosa S mM 52+0.1 5

(A) Grafica de puntos para la concentracion experimental vs la esperada. (B) Cuadro de datos de la
concentracion experimental y esperada. (C) ejemplo de la mediciéon de la concentracion de glucosa por
medio del glucémetro.

Dentro del analisis estadistico en el que se utiliz6 R y su paquete estadistico rstatix, primero
se comprob6 que no hay datos atipicos extremos, que los datos presentan una distribucién normal
(por medio de la prueba de normalidad Shapiro-Wilk), y que en general la mayoria no exhiben

la misma varianza a lo largo de las distintas distribuciones de datos, por medio de la prueba de
homocedasticidad de Levene (Anexos, Cuadros 3 y 4).

Luego se determind, mediante la prueba estadistica de comparaciéon de promedios T de Welch
(Anexos, Cuadros 5 y 6), que la tnica diferencia estadisticamente significativa existente (con un
umbral Alfa de 0.05) en las condiciones estables o transitorias vs. la condicién control para cada gen

(Figuras 17 y 18) se observa en el tratamiento de glucosa transitoria 5 mM /5 mM en el Gen Nr1d1l
con un valor p= 0.0004 (Figura 18).
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Figura 17: Diagrama de caja y bigotes de la expresion relativa de los genes Arntl, Decl, Myc,
Nrldl y Perl de los tratamientos estables.

*p=0.014
Expresion relativa de los tratamientos estables |
p=0.07
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p=038
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1.0 - _-‘;'_—.':— % e =l 4 - LLIMTT . T+ Nrldl
. » R L *| Perl
. . s [T
#p=023 =4
0.5 3
p=0.6
p=0.13
0.0
Glucosa 5 mM Glucosa 8 mM Glucosa 20 mM

Tratamiento

Expresion relativa determinada por PCR tiempo real de retrotranscripcion usando SYBR®) green en
donde la expresion de los otros genes se compar6 relativa al gen 18S en cada uno de los tratamientos
estables de glucosa 8 mM y 20 mM, utilizando como referencia el tratamiento de glucosa 5 mM estable.
Los datos se obtuvieron a partir de N = 3 experimentos independientes con n = 2 replicas biolégicas
dentro de cada uno y los datos se presentaron como promedio = SEM a partir de n = 6 experimentos con
n = 1-2 replicas cada uno. Donde (p= x) se refiere al valor p dado por R, (#) la tendencia a aumentar la
expresion de Decl en el tratamiento de glucosa 8 mM y (*) valor p que muestra una diferencia significativa
contra un alfa de 0.05 al comparar Arntl y Perl dentro del mismo tratamiento (Glucosa estable 20 mM).

En los tratamientos estables de glucosa 20 mM y 8 Mm resalta una posible diferencia entre la
expresion de Perl y Arntl, por lo que se prosiguié a analizar sus diferencias estadisticamente por
medio de la prueba T de Welch (Figura 17). Aqui el valor p = 0.014 fue menor al alfa de 0.05; por
lo que muestra una diferencia estadisticamente significativa.

A partir de esto se decidi6 realizar una grafica con las expresiones relativas de cada réplica
experimental y gen de los tratamientos estables y transitorios a escala log2 con el fin de observar
de una mejor manera los comportamientos de expresion individuales entre réplicas y observar las
tendencias especificas (Figuras 19 y 20; anexos, Figuras 1y 2).
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Figura 18: Diagrama de caja y bigotes de la expresion relativa de los genes Arntl, Decl, Myc,
Nrldl y Perl de los tratamientos transitorios.

Expresion relativa de los tratamientos transitorios
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Glucosa S mM Glucosa 5/5 mM

Glucosa 8/20 mM
Tratamiento

Expresion relativa determinada por PCR tiempo real de retrotranscripcion usando SYBR®) green en
donde la expresion de los demas genes se comparé contra el gen 18S en cada uno de los tratamientos
transitorios de glucosa 8 mM /20 mM y 5 mM/5mM utilizando como referencia el tratamiento de glucosa 5
mM estable. Los datos se obtuvieron a partir de N = 3 experimentos independientes con n = 2 replicas
biolégicas dentro de cada uno y los datos se presentaron como promedio = SEM a partir de n = 6
experimentos con n = 1-2 replicas cada uno. Donde (p= x) se refiere al valor p dado por R y (**) valor p
que muestra una diferencia significativa contra un alfa de 0.05 en la expresion relativa del gen Nrldl en
comparacion al tratamiento de glucosa 5 mM estable.
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Figura 19: Grafica de barras a escala log2 de la expresion relativa en las réplicas del tratamiento
glucosa estable 20 mM.

Expresion por semana de los diferentes genes
Tratamiento glucosa estable 20 mM
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Aqui se observa la expresion relativa de cada una de las réplicas biologicas (n = 2) del tratamiento de
glucosa estable 20 mM dentro de cada uno de experimentos independientes realizados (N=3) a una escala
log2.
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Figura 20: Grafica de barras a escala log2 de la expresion relativa en las réplicas del tratamiento
glucosa estable 8 mM.
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Aqui se observa la expresion relativa de cada una de las réplicas biologicas (n = 2) del tratamiento de

glucosa estable 8 mM dentro de cada uno de experimentos independientes realizados (N=3) a una escala
log2.
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CAPITULO [

Analisis de resultados

7.1. Establecimiento de la linea celular

Al ser la diabetes una enfermedad de gran interés y preocupacion a nivel mundial, su estudio y
consideracion dentro de las areas de investigacion en pafses como Guatemala tiene una gran impor-
tancia. Beta-TC-6 (ATCC® CRL11506™) es una linea celular de Mus musculus (raton) adherente
con un nivel de bioseguridad BSL2 importante como modelo celular en el estudio de la diabetes ya
que son células 8 capaces de secretar insulina en respuesta a glucosa (ATCC| 2021). Este modelo no
habia sido utilizado antes en Guatemala como tampoco dentro de las instalaciones de la Universidad
del Valle de Guatemala. Por lo que el objetivo principal de esta primera parte del estudio fue esta-
blecer esta linea dentro de los laboratorios de la Universidad para tener un primer modelo celular
in vitro de esta enfermedad. Dentro de este estudio se determiné que, al ser cultivadas a una den-
sidad de 0.2 210 células/ecm?, en DMEM (ATCC®)) con 15% de FBS (Gibco®)) y 1% Pen-strep
(Gibco®)), a 37 °C en una incubadora con 5% de COs, con cambios de medio cada 48 horas, estés
células logran llegar a confluencia alta en los flasks T-25 (25 ¢cm? de superficie) de aproximadamente
20 millones de células, lo que significa que las células se duplicaron dos veces (5 2105 * 22), luego
de 7 dias de cultivo con una viabilidad >80 % (Anexos, Cuadro 9). Esto tiene sentido ya que estas
son células de crecimiento lento que, sembrando una densidad de 0.4 210° células/cm?, pueden ser
subcultivadas después de 2-3 dias (Poitout y cols., [1995). Por lo que al haber sembrado 0.2 z10°
células/em? se esperaba alcanzar la confluencia necesaria para los subcultivos en aproximadamen-
te una semana. Por lo que podemos decir que el establecimiento de la linea celular dio resultados
positivos, abriendo la puerta a utilizar la misma en futuros proyectos dentro de la Universidad.

Sin embargo, vale la pena mencionar que este modelo celular, como la mayoria de los modelos
in vitro, tiene sus beneficios y sus debilidades. Las células con las que se cuenta y que se lograron
establecer, al tener un nivel de bioseguridad relativamente bajo, un crecimiento lento, facil manejo
y una capacidad de secreciéon de insulina en respuesta a los niveles de glucosa atn después de
incluso 45 pasajes (Poitout y cols., [1995) es un modelo funcional y de importancia como parte de
los primeros pasos en la investigacion en el drea de diabetes. Podemos resaltar que estas células
poseen muchas similitudes a su contraparte en los islotes primarios, como el uso de ciertos elementos
regulatorios y la expresion especifica de Pdlx, aunque también poseen diferencias en diferentes
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loci como también un transcriptoma enriquecido relacionado con procesos de proliferaciéon celular
(Lawlor, Youn, Kursawe, Ucar, y Stitzel, 2017)). A pesar de esto, dependiendo de la magnitud de la
investigacion y las preguntas que quieran contestarse, se pueden ir requiriendo otras caracteristicas
que posean los islotes pancreaticos in vivo y que estas células no. Por lo que es importante tener
en mente que méas adelante pueda ser necesaria la modificacién genética de las mismas, el uso de
otra clase de suplementos, la utilizaciéon de otro tipo de células in vitro, como los islotes pancreaticos
derivados de células madre pluripotentes, o incluso el uso de otros modelos de ratéon (Brehm, Powers,
Shultz, y Greiner}, [2012; |Joshi y cols.| 2021} |Leite y cols., |2020)).

7.2. Analisis de expresiéon génica

Dentro de los esfuerzos actuales de la medicina regenerativa en el tema de diabetes se encuentra la
comprension molecular del proceso de maduracion de los islotes pancreaticos (Drew, [2021; |[Helman y
Melton, |2021)). En donde se ha resaltado la importancia de Decl al unirse a promotores/potenciadores
de genes mediadores del aumento del umbral de glucosa para la secrecion de insulina (Alvarez-
Dominguez, comunicacion personal), y el papel que tiene el estado nutricional (Katsumoto y Grapin-
Botton, [2020), incluyendo la activacion de Decl (Alvarez-Dominguez y cols., [2020} [Pastore y cols.,
2019). Es por eso que dentro de esta parte del estudio se tuvieron dos objetivos principales. El primero
fue lograr establecer e implementar un protocolo dindmico de “alimentacion-ayuno” al manipular los
niveles de glucosa entre los medios de cultivo. Esto se logré mediante la utilizacion de DMEM con
glucosa a 5 mM (Corning®)) el cual se suplementé utilizando una solucién Stock de glucosa a 1 M.
Para asegurar que los niveles de glucosa fueran los esperados, se midi6 la concentraciéon de cada uno
de los medios con ayuda de un glucémetro (Figura 16) donde se pudo verificar que, efectivamente, los
medios elaborados tenian el nivel de glucosa requerido. El protocolo fue implementado exitosamente
por tres semanas obteniendo asi muestras en duplicado para cada uno de los tratamientos estables
(5 mM, 8 mM, 20 mM) y transitorios (5 mM /5 mM y 8mM / 20 mM) por cada semana, teniendo
asi en total 6 réplicas por tratamiento. Esto abre las puertas al uso de este tipo de protocolos en
diferentes estudios en donde el estado nutricional tenga una posible influencia.

Como segundo objetivo se tuvo evaluar los cambios en la transcripcion de Decl, debido a la
importancia resaltada previamente de este en islotes pancreaticos bajo los protocolos implementa-
dos. Al evaluar la transcripcion de este gen bajo diferentes tratamientos nutricionales, incluyendo
los transitorios que simulan la “alimentacién-ayuno”, también se incluyeron otros genes circadianos
de interés (Métodos, Cuadro 5) entre los que se encuentran moduladores periféricos (Nrldl y Myc)
y componentes centrales (Arntl y Perl) del reloj circadiano. Estos genes nos ayudaron a evaluar
si los tratamientos en realidad estdn funcionando como una senal (Zeitgeber) para sincronizacién
circadiana en las células (Mason, Qian, Adler, y Scheer, 2020; |Qian y Scheer} |2016), ya que estos
presentan un comportamiento antifasico entre activadores (Arntl) y represores (Perl y Nrldl) du-
rante el ciclo de 24 hrs (Bass y Takahashil [2010). Para evaluar si existen diferencias en transcripcion,
se decidio utilizar PCR en tiempo real de retrotranscripcion, ya que este método ha mostrado ser
muy poderoso para cuantificar expresion génica (Livak y Schmittgen) 2001)). Para esto se requiri6
extraccion previa de ARN de las células, seguido de la sintesis de ADNc. Los distintos rendimientos
de la extraccion de ARN pueden observarse en Anexos (Cuadro 2), donde cabe resaltar que aunque
los rendimientos fueron bastante variados entre las distintas extracciones, la pureza determinada a
través de la proporcion A260/A280 de todas las extracciones se encuentra arriba de 2.0, por lo que
concluimos que dentro del ARN extraido no habia contaminaciéon por proteinas acarreadas durante
todo el proceso (Cicinnati y cols., [2008)).

Luego se prosiguio a validar los primers de PCR a utilizar mediante un gel de agarosa 2% (Figura
15). Los tamaiios de los amplicones coincidieron con el tamafio esperado (determinados mediante
alineacion de primers con su secuencia objetivo en Primer3 y BLAST), ademés de observar una
sola banda clara para cada uno de los genes. Por lo que se puede inferir que no existe ruido en la
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amplificacion, como el que se observaria al tener primers dimers (Boeuf y cols., [2005; |Spandidos y
cols., [2008)).

Finalmente, mediante los Ct obtenidos de las 3 semanas de tratamientos a través del PCR tiempo
real de retrotranscripcion utilizando SYBR®) green como tinte, se obtuvo la expresion relativa de
cada uno de los genes de interés. Esta se grafico con diagramas de caja y bigotes en R (Figuras 17
y 18). Debido a lo reportado anteriormente en la literatura (Ballabio y Bonifacino, 2020; [Honma
y cols., [2002)), dentro de este estudio se esperaba que, en el tratamiento transitorio de 8 mM / 20
mM de glucosa, se lograra observar un aumento significativo en la expresion de Decl, debido a la
maduracion funcional provocada por el cambio nutricional y el potencial papel que juega mTORC1
y TFEB en su expresion (Ballabio y Bonifacino| [2020; Helman y cols., 2020). Sin embargo, no se
logro6 observar nada consistente en la expresion de Decl entre los diferentes tratamientos transitorios.
Esto lo podemos relacionar con el hecho de que, al ser un gen circadiano, el cual ha evidenciado
picos de expresion en el medio del ciclo circadiano de 24 horas (~12hrs), en los puntos extremos de
este ciclo (p.ej. Ohr, 24hr), no se encuentra mayor diferencia en su expresion, por lo que al hacer una
sola mediciéon durante el dia no podemos saber con precisiéon si Decl estd en su punto maximo de
expresion o en alguno de los extremos sin cambios significativos. Esto podria ser una explicacion del
por qué dentro de los tratamientos no se ve ningun pico alto de expresiéon como se esperaba (Honma
y cols., |2002; [Landgraf, McCarthy, y Welsh, |2014)).

Es por esto que se recomienda realizar otro estudio en donde las mediciones de expresion de
Decl se realicen durante distintas horas del dia (7 am, 11 am, 3 pm, 7 pm, 11 pm y 3 am) luego de
que las células sean sometidas a los tratamientos de “alimentaciéon-ayuno” para poder encontrar si
existe o no un pico alto de expresion en las células sometidas a estos en comparacion a las células
control y asi comprobar si, efectivamente, este tratamiento es capaz de impulsar un fenotipo maduro
o no. Lo cual tiene relevancia en la generaciéon de conocimiento para los actuales tratamientos de
maduracion de islotes pancreaticos generados a partir de células madre y la posible implicacién de
Decl en estos procesos (Alvarez-Dominguez y cols.} 2020)). Sin embargo, también debe considerarse la
posibilidad de que el comportamiento a observar dentro de este otro estudio no sea el esperado debido
a diferencias transcripcionales antes mencionadas entre esta linea celular y los islotes pancreéticos
(Lawlor y cols.| [2017).

Por otro lado, al evaluar la expresion de Decl entre los tratamientos de glucosa estable (8 mM
y 20 mM) se puede observar un comportamiento interesante. En el tratamiento de glucosa 8 mM se
observa que Decl empieza a tener una tendencia a aumentar su expresion respecto al control que
no puede verse en el tratamiento de glucosa 20 mM (Figura 17, #). Este comportamiento también
lo podemos confirmar en la Figura 20, en donde 4 de las 6 réplicas de este tratamiento (glucosa 8
mM) muestran una expresion regulada positivamente (crecimiento hacia la derecha). Esto nos llama
la atencién debido a que las células antes de ser sometidas a estos tratamientos se mantuvieron
con una alimentacién constante de glucosa 25 mM, que al ser cambiado a glucosa 8 mM podria
interpretarse en estas células como entrar en un estado nutricional de ayuno (mayor que al bajar
unicamente de 25 mM a 20 mM). Lo que podria indicarnos que, al someter estas células a un
estado nutricional de ayuno drastico (shock nutricional muy pronunciado) por 3 dias, la expresion
de Decl se ve aumentada. Lo cual tiene sentido con nuestra hipétesis inicial: En condiciones de
ayuno, la actividad del complejo mTORCI1 es suprimida permitiendo la translocacion del factor de
transcripcion EB al nticleo, donde promueve la expresion de Decl. Y aunque su valor P (p = 0.3)
no nos indica que exista una diferencia significativa contra un alfa de 0.05, empezamos a notar esta
tendencia al cambio.

A partir de este comportamiento observado se propone otro estudio, en el que las células sean
expuestas a una disminucién en gradiente de la concentracion de glucosa (p.ej. luego de un man-
tenimiento de 25 mM someter a las células a 3 dias de tratamientos distintos de glucosa 25 mM,
20 mM, 15 Mm, 10 mM, 8 mM y 5 mM). Esto para comprobar si, en efecto, entre méas grande sea
esta disminucion de glucosa (ayuno) mayor es la expresion de Decl. Ademas, si logra comprobarse
este comportamiento, como segundo paso se recomendaria evaluar si este aumento de expresion de
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algtin modo induce a la maduracién de estas células. Para lo cual se podria evaluar y cuantificar
su secrecion de insulina a diferentes concentraciones de glucosa utilizando un gradiente empezando
desde 2.8 mM y aumentando a 5 mM, 8 mM, 10 Mm, 12 mM, 16 mM y 20 mM (Llanos y cols.,
2015)). Esto al evaluarlo en las células con y sin efecto en la expresion de Decl debido cambios en
el estado nutricional nos podria indicar si estos promueven o no esta maduracién. Ya que, segin
la literatura y lo planteado en este estudio, la expresion de Decl promoveria la maduraciéon de es-
tas células pancreaticos aumentando la cantidad de insulina secretada y el umbral de deteccién de
glucosa al que responden (Liu y Hebrok! [2017)).

Al evaluar los demés resultados dentro de estos tratamientos estables no pudimos encontrar
ninguna diferencia que superara el umbral estadistico de significancia de 0.05 para los otros genes
evaluados, sin embargo, resalté una posible diferencia entre la expresion de Perl y Arntl en los
tratamientos estables de glucosa 20 y 8 mM (en comparacion con el de glucosa 5 mM estable).
El comportamiento es un cambio de expresion posiblemente antifasico, en donde Arntl (activador)
muestra una mayor expresion mientras que Perl (represor) muestra una expresion menor (relativa a
la expresion del gen 18S) (Figura 17), lo cual sugiere el comportamiento circadiano oscilatorio comun
entre estos dos genes (Nishide y cols., 2006; |J. S. Takahashi, 2017)). En este comportamiento, puede
observarse que la diferencia entre Arntl y Perl se va volviendo mas notable conforme la cantidad de
glucosa estable a la que las células fueron sometidas va subiendo. Sin embaro, al realizar la prueba T
de Welch con los parametros por defecto en R, luego de comprobar que por lo general todos los datos
muestreados tienen una distribucion normal, pero no varianza constante (Anexos, Cuadros 3 y 4),
estos no alcanzan diferencias estadisticas significativas en comparacion al tratamiento de glucosa 5
mM estable, pero muestran valores cercanos: para el tratamiento estable de glucosa 20 mM, el valor
p de Arntl (p = 0.07) y Perl (p=0.13) vs. un alfa de 0.05. A partir de esto, se decidi6 comparar
la expresion entre estos dos genes en el tratamiento estable de glucosa 20mM, dando un valor p =
0.014, el cual contra un alfa de 0.05, muestra una diferencia estadisticamente significativa lo que
confirma esta tendencia observada.

También se esperaba observar un comportamiento antifasico similar entre Arntl (activador) y
Nrldl (represor) (Zhang y Kayl 2010). Este comportamiento no se logra observar tan marcado
como con Perl en los tratamientos estables, sin embargo es en el tratamiento estable de glucosa 20
mM en el que se muestra la diferencia més grande entre los promedios de expresiéon de ambos genes
aunque sin diferencia estadistica significativa pero con un valor p muy cercano a serlo (valor p=0.0584
vs. un alfa de 0.05). Ademaés se ve una diferencia estadisticamente significativa en los tratamientos
transitorios (Figura 18) de Nrldl en el tratamiento de glucosa 5 mM /5 mM en comparacion al
control glucosa 5 mM con un valor p=0.0004 vs. un alfa de 0.05. Esta diferencia también la podemos
observar en la grafica de barras a escala log2 de este tratamiento (Anexos, Figura 1) en donde se
ve que en 5 de los 6 casos, Nrld1 se ve regulado negativamente (crecimiento hacia la izquierda). No
obstante, en comparaciéon con Arntl en este caso no se obtiene una diferencia estadistica significativa
(valor p=0.375 vs. un alfa de 0.05) por lo que no podemos asociar esta observacion completamente al
comportamiento antifasico esperado. Sin embargo, debido a que en este estudio Gnicamente se evalud
la expresion a una misma hora del dia (7 am), se recomienda realizar otro en el que la expresion
se mida dos veces, una por la mafiana y otra por la noche (7 am y 7 pm), con el fin de comprobar
si el comportamiento que se esta observando sea, en efecto, el contrario (antifasico) en los distintos
puntos del dia (como es de esperarse con genes circadianos y células sincronizadas).

Para evaluar la tendencia a este comportamiento antifasico dentro de los tratamientos estables
se grafico la expresion relativa (promedio + SEM) de cada una de las réplicas de cada tratamiento
(Glucosa 8 mM y 20 mM) a escala logaritmica base 2 o log2 (Figuras 19 y 20). Esto nos permite ver
graficamente el comportamiento de disminucion en la expresion o regulacion negativa (crecimiento
hacia el lado izquierdo) de los represores cuando hay alta expresion o regulacion positiva (creci-
miento hacia lado derecho) de los activadores. En este caso, la tendencia antifasica observada en el
tratamiento estable de glucosa 20 mM en el diagrama de caja y bigotes (Figura 17) se confirma al ver
que en la mayoria de réplicas (4 de 6) se ve este comportamiento contrario (Figura 19). Mientras que
en la Figura 20 del tratamiento de glucosa estable 8 mM solo en 2 de los 6 casos se puede observar
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este comportamiento.

Ademas, cabe resaltar que nuestro muestreo estadistico fue de N = 3 experimentos independientes
con n = 2 replicas biolégicas dentro de cada uno. Dentro de las cuales los datos se presentaron como
promedio + SEM a partir de n = 6 experimentos con n = 1-2 replicas cada uno. A partir de estas
se realizd el anélisis de varianza. Este muestreo es relativamente pequeno, lo cual lleva a tener un
poder estadistico no tan alto para lograr distinguir diferencias mas pequenas. Esto podria ser una
de las razones por las cuales algunas diferencias observadas en la expresion de los genes no alcanzan
significancia estadistica. A partir de los datos recabados dentro de este estudio se estima que para
aumentar este a 0.8 (alto) se recomienda incrementar el nimero de muestra a 24 (Soper; 2022). Por
ejemplo, esto se podria lograr aumentando el nimero de repeticiones por semana de tratamiento a
8 y tomando cada una de las repeticiones como individuos separados.

Una de las caracteristicas importantes a resaltar del reloj circadiano es que se encuentra intrinsi-
camente dentro de todas las células. En cultivo celular, sin embargo, cada célula puede mantener su
propio ciclo circadiano independientemente a las demaés, lo que significa que estas no se encontraran
sincronizadas, por lo que la expresiéon de genes puede ser heterogénea entre las células de un mismo
cultivo (Ndikung y cols., 2020)). La desincronizacién puede ser otra explicacién por la cual dentro
de este estudio se ve que, en algunos tratamientos, como los transitorios, no se alcanza diferencia
estadistica significativa en la expresion de genes circadianos, mientras que en los tratamientos esta-
bles se empieza a ver una, siendo el de glucosa 20 mM el més notorio. Y aunque en otros estudios
(Seshadri y Doucette, |2021)) se utiliza forskolina o dexametasona como agentes de sincronizacion del
reloj circadiano, en cultivo de islotes pancreéticos u otras células in wvitro, también es posible que
esta sincronizacion se genere al someter las células a ciclos nutricionales como los de “alimentacion y
ayuno” ya que la alimentacién ha demostrado ser una senal o "Zeitgeber” bastante fuerte para la sin-
cronizacion circadiana en ciertas células con relacion metabolica (Mason y cols., [2020). Sin embargo,
al evaluar la expresion de genes circadianos utilizando protocolos transitorios sin que el tratamiento,
que es lo que esta simulando los periodos de nutricién-ayuno, haya sincronizado completamente a
las células se obtiene mucha variabilidad en las distintas mediciones de expresion y oscilaciones no
consistentes (Gagliano y cols.) 2021)), lo cual se puede observar en el tratamiento de glucosa 8 mM
/20 mM transitoria en la Figura 18 donde por la misma variabilidad se muestra un promedio muy
similar a los controles.

Por lo que una recomendacién para tomar en cuenta en base a estas observaciones sobre la
sincronizacion de las células es el hacer una evaluacién de la expresion génica a través del tiempo
de exposicion a los tratamientos. Para determinar si la sincronizacién mejora con relacién al tiempo
que las células pasan dentro de los tratamientos. A este otro estudio se sugiere agregarle como
paso inicial un periodo de 24 hrs de reposo a una concentraciéon de glucosa 5 mM antes de iniciar
cualquier tratamiento. En este caso se propone la recolecciéon de ARN al menos dos veces al dia
dentro del ciclo de 24 horas desde el dia 1 hasta el dia 4 de tratamientos para evaluar expresion de
los genes en el tiempo. Ademas, vale la pena recomendar la utilizacion de otros genes housekeeping
para la determinacion de la expresion relativa con el fin de identificar si existe otro u otros genes que
puedan modelar de una mejor manera estas diferencias en la expresion al ser mas estables (Cherubini,
Rusconi, y Lazzari 2021]).

También es importante mencionar que, como otro estudio de seguimiento a este, se puede moni-
torear la expresion tanto de Decl como de los demés genes circadianos a nivel de proteinas. Esto por
medio de la deteccion y cuantificacion de las proteinas que los genes codifican a través de pruebas
inmonoquimicas como Western blot (Rivera-Torres, 2015), ya que al implementar méas métodos y
protocolos dentro de estos estudios se permitira tener resultados mas robustos y mejores oportuni-
dades de desarrollo e investigacion. Ademas, el poder evaluar de una forma exitosa genes circadianos
y su comportamiento llega a ser importante no solo para este estudio, sino para el estudio de otras
enfermedades en las que un ciclo circadiano trastornado ha mostrado tener relaciéon, como en el caso
de enfermedades mentales, nutricionales o cerebrales (Logan y McClung} [2019; [Pandal, [2016]).

40



Por dltimo, podemos concluir que este estudio no solo abre las puertas a la investigacién en
biologia celular, diabetes y ciclos circadianos para los estudiantes de la Universidad del Valle de
Guatemala u otras partes interesadas, sino que también deja abiertas otras preguntas sobre la sin-
cronizacién de las células y la mediciéon del pico de expresion de Decl, que pueden retomarse en
otros estudios, o incluso generar otras preguntas que puedan aportar no solo nuevos conocimientos
de enfermedades como la diabetes (o del reloj circadiano), sino también impulsar la investigacion en
areas como la medicina regenerativa.
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CAPITULO 8

Conclusiones

. Se logro el establecer y mantener la linea celular Beta-TC-6 ATCC® CRL11506™ de Mus
musculus dentro de la Universidad del Valle de Guatemala.

. La extraccion de ARN y sintesis de ADNc de la linea celular establecida dentro del laboratorio
fue desarrollada de manera exitosa.

. Fue posible amplificar los fragmentos de ADNc esperados de los genes 18S, Arntl, Perl, Nrldl1,
Decl y Myc a través del PCR en tiempo real utilizando SYBR®) green.

. No se encontré un cambio estadisticamente significativo en la expresion de Decl entre los tra-
tamientos estables o transitorios. Sin embargo, se pudo observar una tendencia al aumento de
su expresion en el tratamiento de glucosa estable 8 mM asociandolo con un ayuno prolongado.

. Se pudo observar un posible comportamiento antifasico en los genes Arntl, Perl y Nrldl en el
tratamiento de glucosa estable 20 mM. La diferencia de expresion entre Arntl y Perl es esta-
disticamente significativa (p= 0.014<0.05), mientras que entre Arntl y Nr1d1 no (p=0.0584),
pero se muestra una tendencia muy cercana a serlo.
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capPiTuLo 9

Recomendaciones

. Comparar diferentes métodos de extraccion de ARN para determinar el método con mejor
rendimiento para las células Beta-TC-6.

. Evaluar otros genes housekeeping en la determinacién de la expresion relativa con el fin de
identificar si existe alguno mejor para este modelo.

. Evaluar, mediante un protocolo de tratamientos estables con una disminuciéon de glucosa en
gradiente, si entre mas drastica es la disminucién de la concentraciéon de glucosa en células
mantenidas a una concentracion de glucosa 25 mM la expresion de Decl se ve aumentada.

. Comprobar si un aumento en la expresiéon de Decl en estas células significa o no la madu-
racion funcional de las mismas al comparar la secreciéon de insulina en respuesta a diferentes
concentraciones de glucosa empezando desde glucosa 2.8 mM aumentando en gradiente hasta
glucosa 20 mM.

. Realizar la coleccion de ARN para la evaluacion de la expresion génica de Decl y los demas
genes circadianos de interés a diferentes horas del dia. por ejemplo, cada 4 horas durante un
ciclo de 24 hrs después de los tratamientos para determinar si los comportamientos circadianos
observados son en realidad antifasicos y si existe o no un pico alto de expresion de Decl.

. Aumentar el nimero de muestras recolectadas para aumentar el poder de los analisis estadis-
ticos.

. Evaluar la expresion génica a través del tiempo de exposicion a los tratamientos, con el fin de
determinar si en realidad el tiempo es un factor influyente en la sincronizacién circadiana en
las células a través de los cambios nutricionales.

. Evaluar la expresion génica a nivel de proteina, por medio de extracciones proteicas y pruebas
inmunoquimicas.
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capituLo 11

Anexos
Cuadro 1: Numero de células, viabilidad y dias de cultivo para cada pasaje.

Numero de Pasaje Flask Numero de células sembradas Numero de dias de cultivo Numero total de células Viabilidad
4 Envio 1 6 Millones 8 dias 25.6 Millones 86.41 %
4 Envio 2 6 Millones 11 dias 23.8 Millones 80.76 %
5 Mantenimiento 5 Millones 7 dias 14.8 Millones 74.18%
5 Criopreservacion 5 Millones 10 dias 21.6 Millones 86.29 %
6 Mantenimiento 5 Millones 8 dias 21.7 Millones 88.38 %
6 Criopreservacion 5 Millones 8 dias 20.0 Millones 87.46 %
7 Mantenimiento 5 Millones 7 dias 19.7 Millones 88.28 %
7 Criopreservacion 5 Millones 7 dias 20.4 Millones 86.23 %
8 Mantenimiento 8 Millones 7 dias 24.1 Millones 91.16 %
8 Criopreservacion 8 Millones 7 dias 26.7 Millones 86.12 %

Cuadro 2: Concentracion de ARN extraido durante las tres semanas experimentales.

Tratamiento ng/uL A260/A280

Glucosa 20 mM estable 24.2 £ 0.3 2.0 £+ 0.03

80.0 + 0.1 2.1 £ 0.01

86.8 2.1 +0.01

Glucosa 8 mM estable 13.9 £ 04 2.0 £ 0.01
121.5 + 0.4 2.1

90.6 +£ 0.7 2.1 +0.01

Glucosa 5 estable 31.0 £ 0.2 2.0 £ 0.01

116.5 + 0.4 2.1 +£0.01
121.9 +0.3 2.1

Glucosa 5 mM /5 mM Transitorio | 30.3 + 0.4 2.0 £ 0.01

136.6 £ 0.6 2.1 £ 0.01

699 + 1.1 2.1 +£0.01

Glucosa 8 y 20 mM transitorio 12.6 £ 0.5 2.1 £ 0.07

54.5 + 0.3 2.1 £ 0.01

83.2 £ 0.5 2.1 £ 0.01

La extraccion se realiz6 mediante el kit Promega y su concentracion y pureza A260,/280 fue medida en el
nanodrop en duplicado para cada uno de los tratamientos evaluados.
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Cuadro 3: Resultados de la prueba de normalidad Shapiro-Wilk para cada uno de los tratamientos.

Gen Valor p
Glucosa 20 Mm estable ~Glucosa 8 Mm estable  Glucosa 5 mM /5 Mm transitorio  Glucosa 8 mM /20 Mm transitorio
Arntl 0.29 0.34 0.20 0.12
Decl 0.49 0.34 0.03* 0.55
Myc 0.36 0.51 0.59 0.31
Nrldl 0.04* 0.94 0.17 0.18
Perl 0.92 0.60 0.86 0.41

Los resultados fueron determinados por medio del paquete rstatix de R para evaluar normalidad de las
muestras donde la hipotesis alternativa plantea que los datos evaluados no presentan la misma distribucién
que una distribucién normal, la cual se rechaza si el valor p > 0.05.

Cuadro 4: Resultados de la prueba de Levene de homocedasticidad para cada uno de los tratamientos.

Tratamiento Gen Valor p
18s 0.73
Arntl 0.01%*
Glucosa 20 mM estable Decl 0.01%*
Nrldl 0.08
Myc 0.02*
Perl 0.002**
18s 0.23
Arntl 0.03*
Glucosa 8 mM estable Decl 0.03*
Nrldl1 0.01%*
Myc 0.01**
Perl 0.03*
18s 0.86
Arntl 0.14
Glucosa 5 mM /5 mM transitorio | Decl 0.10
Nrldl 0.02*
Myc 0.003***
Perl 0.04*
18s 0.19
Arntl 0.06
Glucosa 8 mM /20 mM transitorio | Decl 0.02*
Nrildl 0.02*
Myc 0.04*
Perl  0.0002%**

Los resultados fueron determinados por medio del paquete rstatix de R para evaluar homocedasticidad de
las muestras donde la hipotesis alternativa plantea que los datos evaluados no tienen una varianza
constante, por lo que esta no puede rechazarse si el valor p < 0.05. Donde * muestra el grado de

significancia siendo (*) menor a (
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Cuadro 5: Resultados de la prueba T de Welch (two-sided) para cada uno de los genes de interés y
los tratamientos estables en comparacion al control glucosa estable 5 Mm.

Gen \ Variable 1 Variable 2 Valor p
Glucosa 20 mM estable
Arntl 0.07
18s 0.70
Decl | Glucosa 5 mM estable | Glucosa 20 mM estable 0.84
Myc 0.31
Nrid1 0.27
Perl 0.13
Glucosa 8 mM estable
Arntl 0.54
18s 0.26
Decl | Glucosa 5 mM estable | Glucosa 8 mM estable 0.31
Myc 0.71
Nrid1 0.67
Perl 0.78

Los resultados fueron determinados por medio del paquete rstatix de R para evaluar si existe una
diferencia significativa entre los promedios de cada gen entre los tratamientos de glucosa estable 20 mM y 8
mM contra el tratamiento de glucosa 5 mM estable donde la hipo6tesis alternativa plantea que los
promedios no son iguales, la cual no puede rechazarse si el valor p < 0.05.

Cuadro 6: Resultados de la prueba T de Welch (two-sided) para cada uno de los genes de interés y
los tratamientos transitorios en comparaciéon al control glucosa estable 5 mM.

Gen \ Variable 1 Variable 2 Valor p
Glucosa 5 mM /5 mM transitorio
Arntl 0.94
18s 0.47
Decl | Glucosa 5 mM estable | Glucosa 5 mM /5 mM transitorio 0.33
Myc 0.16
Nr1d1l 0.0004**
Perl 0.40
Glucosa 8 mM /20 mM transitorio
Arntl 0.56
18s 0.20
Decl | Glucosa 5 mM estable | Glucosa 8 mM /20 mM transitorio 0.64
Myc 0.40
Nr1d1l 0.52
Perl 0.72

Los resultados fueron determinados por medio del paquete rstatix de R para evaluar si existe una diferencia

significativa entre los promedios de cada gen entre los tratamientos de glucosa transitorios de 5 mM /5mM

y 8 mM /20 mM contra el tratamiento de glucosa 5 mM estable donde la hipotesis alternativa plantea que
los promedios no son iguales, la cual no puede rechazarse si el valor p < 0.05. (**) nivel de significancia.
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Figura 1: Grafica de barras a escala log2 de la expresion relativa en las réplicas del tratamiento
glucosa transitoria 5 mM /5 mM.
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Aqui se observa la expresion relativa de cada una de las réplicas biologicas (n = 2) del tratamiento de
glucosa transitoria 5 mM /5 mM dentro de cada uno de experimentos independientes realizados (N=3) a
una escala log2.
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Figura 2: Grafica de barras a escala log2 de la expresion relativa en las réplicas del tratamiento
glucosa transitoria 8 mM /20 mM.
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Aqui se observa la expresion relativa de cada una de las réplicas biologicas (n = 2) del tratamiento de
glucosatransitoria 8 mM /20 mM dentro de cada uno de experimentos independientes realizados (N=3) a
una escala log2.
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