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1. Resumen

Por medio de estudios de asociacion del genoma completo (GWAS) se identificaron
una gran cantidad de genes asociados con la obesidad, entre ellos GNPDA2. En
ensayos in vivo se encontrdé que, al someter a ratas a una dieta alta en grasa, la
expresion del gen GNPDAZ2 se reduce en el hipotdlamo, sugiriéndolo como un gen

regulador de la homeostasis de la glucosa.

GNPDAZ2 es una enzima implicada en la via de la biosintesis de las hexosaminas y
ejerce la reaccién inversa de la enzima GFAT1. Se encontré que al sobre-expresar
a GFAT1, se genera resistencia a la insulina. Sin embargo, aun se desconoce la

funcién especifica de GNPDA2 y su rol en la secrecion de la insulina.

Objetivo: Evaluar la expresion de los genes GNPDA2 Y GFAT1 en presencia de
glucosa, asi como su efecto en la secrecion de insulina estimulada por glucosa en

la linea celular INS1(832/13).

Material y métodos: Se silenciaron los genes GNPDA2 y GFAT1 por medio de
siRNAs en la linea celular INS-1 (832/13). Posteriormente, se sometieron las células
transfectadas (con sus respectivos siRNAs) a ensayos de secrecion de insulina

estimulada por glucosa (GSIS).

Resultados: Se encontr6 que ambos genes se expresan en las células INS1
(832/13). El gen GNPDA2 aumentd su expresion bajo una alta concentracion de
glucosa en condiciones normales. Sin embargo, al silenciar parcialmente a GNPDA2
y someter las células a diferentes concentraciones de glucosa, el transcrito no se
modificd. Por otra parte, GFAT1 aument6 su transcrito al igual que GNPDAZ2,

conforme se incrementa la concentracion de glucosa, en condiciones normales.
1



Pero al silenciar parcialmente a GFATL1 y estimularlo con glucosa, solamente
aumentd su expresion con una concentracion baja de glucosa y no asi con una alta

concentracion de glucosa.

Asi mismo, las células controles secretaron mas insulina cuando se estimularon con
una concentracién alta de glucosa, como era de esperarse. Para las células donde
se silenci6 parcialmente a GNPDA2, se observo el mismo efecto que las células
controles. Sin embargo, las células donde GFATL1 fue silenciado parcialmente, se
observé que la secrecién de insulina aumentd 5.1 veces con respecto a las células

control, al ser estimuladas con una alta concentracién de glucosa.

Conclusion: GNPDA2 y GFAT1 se expresan en las células INS-1(832/13).
Ademas, se observé que GNPDA2 incrementa su expresion significativamente al
ser estimulada por una alta concentracidbn de glucosa y no asi en una baja
concentracion. En cambio, la expresion de GFAT1 aumenta paulatinamente

conforme se incrementa la concentracién de glucosa.

El silenciamiento de GNPDA2 demostré que no influye en la secrecién de insulina.
Por el contrario, GFAT1, enzima limitante de la via de las hexosaminas, al ser

silenciada aumenta la secrecién insulina.



2. Introduccion

Actualmente, la obesidad es un grave problema de salud publica a nivel global,
debido a su incremento de manera alarmante en las Ultimas décadas. En México, la
obesidad es la enfermedad metabdlica mas frecuente en la poblacion escolar,
adolescente y adulta. La prevalencia del sobrepeso y obesidad en mayores de 20
afos es de 72.5%. Esto contribuye a desarrollar enfermedades no transmisibles o
comorbilidades como la diabetes mellitus tipo 2, el sindrome metabdlico, e incluso

cancer.

En la dltima década, se descubrieron nuevos genes asociados a la obesidad por
medio de estudios de asociacion del genoma completo (GWAS, por sus siglas en
inglés “Genome Wide-Association Studies”). Sin embargo, no se conoce la funcién
de la mayoria de estos genes y su implicacién en la obesidad y sus comorbilidades.
Uno de estos genes es glucosamina-6-fosfato desaminasa 2 (GNPDAZ2), el cual es
parte de la via de sefalizacion de la biosintesis de las hexosaminas (HBP, por sus
siglas en inglés “Hexosamine Biosynthesis Pathway”). GNPDAZ2 es la enzima con
accion inversa a la glutamina fructosa-6-fosfato aminotransferasa (GFAT1), la cual
cataliza el paso de fructosa-6 fosfato (F6P) a glucosamina 6- fosfato (GICN6P),
siendo una reaccion de paso limitante. A pesar de que existe informacion sobre la
funcion enzimatica para GFATL, no se conoce exactamente la funcion de su enzima

inversa, GNPDAZ2.

El gen GNPDAZ2 disminuye su expresion en el hipotalamo en presencia de una dieta
alta en grasas. Ademas, al inhibir a esta enzima en el tercer ventriculo del

hipotalamo, se observé que los animales se vuelven intolerantes a la glucosa. Sin
3



embargo, al inhibir a GFAT1, no hubo cambios en la glucosa. Por lo tanto, en este
proyecto se estudia el impacto de GNPDA2 y GFATL en la secrecion de insulina
estimulada por glucosa en la linea celular INS1 (832/13). Ademéas, se analiza la

expresion de ambos genes en presencia de diferentes concentraciones de glucosa.



3. Marco teorico

3.1.0Obesidad y su prevalencia

La obesidad es una enfermedad multifactorial donde se involucran aspectos
genéticos, ambientales y de estilo de vidal. Esta enfermedad representa una de las

patologias endocrino-metabdlicas mas importantes para la salud publica.

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el sobrepeso y la
obesidad estan definidos como enfermedades sistémicas, que se caracterizan por
la acumulacién anormal y excesiva de tejido adiposo, y que ademas, conllevan a
efectos adversos a la salud?. Esto se da por un desequilibrio entre una ingesta de
alimentos con alta cantidad energética y/o en grandes porciones; y una deficiente

actividad fisica o el sedentarismo.

Uno de los métodos mas utilizados para evaluar el estado nutricional de una
persona, es el indice de masa corporal (IMC), el cual se obtiene al dividir el peso
(kg) entre el cuadrado de la estatura (m?). Para poder clasificar el estado nutricional,
la OMS estableci6 los puntos de corte, los cuales establecen el grado de nutricion

respecto al IMC mostrados en la siguiente tabla:

Tablal. Clasificacion del estado nutricional respecto al IMC?.

Normal 18.5-24.9
Sobrepeso 225
Obesidad 2 30



De acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud de Medio Camino 2016, en México
se encontré una prevalencia combinada entre sobrepeso y obesidad del 72.5% en
adultos mayores de 20 afos, al afectar a 7 de cada 10 adultos. Por otro lado, en el
caso de los nifios entre 5-11 afios la prevalencia de obesidad fue de 33.2% y en

adolescentes de 12 a 19 afios fue de 36.3%?3.

La obesidad presenta diversas comorbilidades como: la hipertension arterial, el
desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), dislipidemias, e incluso el cancer, lo

que ocasiona que disminuya drasticamente la calidad de vida“.

3.2.Genética de la obesidad

Anteriormente, las variantes genéticas que se conocian asociadas al IMC eran muy
limitadas®. Sin embargo, hoy en dia es posible conocer las variantes de genes
asociadas con la obesidad, a través de estudios de asociacién de genoma completo
(GWAS). Los GWAS son una metodologia que permite investigar a miles o millones
de polimorfismos o variantes presentes en el genoma humano, donde se compara
la frecuencia de estas variantes entre individuos casos o controles®. Hasta el
momento, se conocen un total de 941 variantes asociadas con el IMC’. Ademas de
estar asociado con obesidad, GNPDA2 también se encontré asociado con el

desarrollo de diabetes tipo 28.

La mayoria de los nuevos genes asociados a la obesidad estan relacionados

funcionalmente a genes implicados en el sistema nervioso central (SNC)?°.

La mayor parte de los genes reportados por Willer et al. estan involucrados en



aspectos funcionales y estructurales de neurotransmision, los cuales pueden afectar
de alguna forma los componentes del control neuronal encargados de la ingesta de
energia y la regulaciéon del peso corporall®. Dentro del SNC se encuentra el
hipotalamo, el cual es capaz de integrar sefiales de adiposidad, para regular la

homeostasis energética, dada por la ingesta de alimentos y el gasto energéticol.

En ensayos in vivo, se sometieron a ratas Long- Evans a una dieta alta en grasas
por 8 semanas. Se analiz6 la expresion de 19 genes, los cuales fueron asociados a
la obesidad por medio de GWAS, de los cuales se desconocia su funcion. Se
compard la expresion de estos genes en el hipotalamo, tejido adiposo, higado y dos
diferentes tipos de musculo de ratas alimentadas con una dieta normal y una dieta
alta en grasas. Se observé que en el hipotdlamo existe una disminucién del
transcrito de GNPDA2 en presencia de una dieta alta en grasas comparado con una
dieta normal (Figura 1)2. Ademas, se observd que no existe diferencia de la
expresion del gen GFAT1, enzima opuesta a GNPDA2, bajo una dieta alta en grasas

o control en el hipotalamo?3,
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Figura 1. Expresion relativa de RNAm de distintos genes asociados con la
obesidad en el hipotadlamo., En ratas alimentadas con una dieta alta en grasas
respecto a la dieta control (“chow”), existe una disminucién de la expresion de
GNPDA2 en el hipotalamo. p<0.05%2,

También, se observd que GNPDA2 se expresa mayoritariamente en el hipotalamo
y tejido adiposo, seguido de musculo esquelético y minoritariamente en higado®2.
Sin embargo, en dicho estudio no se investigd la expresion de GNPDA2 en

pancreas, ni su impacto en la secrecion de insulina.



3.3.Via de la biosintesis de las hexosaminas (HBP)

Las enzimas codificadas a partir de los genes GNPDA2 y GFAT1 pertenecen a la

via de biosintesis de las hexosaminas.

En el metabolismo de los carbohidratos, la glucosa al ingresar a la célula se fosforila
rdpidamente a glucosa-6-fosfato (G6P), por medio de la hexocinasa®.
Posteriormente la fosfoglucosa isomerasa convierte a la G6P en fructosa-6-fosfato
(F6P), y por medio de varios pasos mas, se oxida a la glucosa para obtener ATP,

como fuente de energia'®.

Una vez formada la F6P, un 2-5% de este sustrato se desvia hacia la ruta
biosintética HBP (Figura 2)!¢. La F6P es convertida en glucosamina 6-fosfato
(GIcN6P) por medio de la enzima glutamina-fructosa-6-fosfato aminotransferasa
(GFAT1), donde F6P recibe en el C2 un grupo amino de L-glutamina. La reaccién
inversa de la GFAT1 es catalizada por la enzima GNPDAZ2, la cual convierte GICN6P

a F6P’,

Una vez obtenida la GIcN6P, el grupo amino es acetilado y se forma N-
acetilglucosamina-6-fosfato (GICNAc6P). Posteriormente, se isomeriza en N-acetil-
alfa-D-glucosamina-1-fosfato (GIcCNAc1P), la cual reacciona con UTP para generar
UDP-N-acetilglucosamina (UDP-GIcNAc), que se utiliza en la glucosilacion de

proteinas y la formacién de proteoglicanos®®.



Fructosa-6-fosfato

1 L-glutamina
NH, g
GNPDA2 GFAT1
HO I L-glutamato
2

D-glucosamina-6-fosfato
acetato acetil-CoA

AMDHD2 ) GNPNAT1
H,0 CoA

N-acetil-D-glucosamina-6-fosfato
| PGm3
N-acetil-alfa-D-glucosamina-1-fosfato

uTpP
Il UAP1
PP,
UDP-N-acetil-alfa-D-glucosamina
UDP-GIcNACc

Figura 2. Viade biosintesis de las hexosaminas. A partir de la fructosa-6-fosfato, a través
de una serie de reacciones enzimaticas, se produce UDP-GIcNAc, el cual es un sustrato
clave para la glicosilacion de proteinas. GFAT y GNPDAZ2 son las enzimas encargadas
convertir F6P a glucosamina- 6- fosfato y viceversa, respectivamente, por lo que una trabaja
alainversa de la otra. Glucosamina-6-fosfato desaminasa 2 (GNPDA?2); glutamina-fructosa-
6-fosfato transaminasas 1(GFAT1); N-acetilglucosamina-6-fosfato desacetilasa 2
(AMDHD2); fosfato de glucosamina N-acetiltransferasa 1 (GNPNAT1); fosfoglucomutasa 3
(PGM3); UDP-N-acetilglucosamina pirofosforilasa 1(UAP1). Modificado de Oikari, S. et al
2016%.
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3.4.GFAT1

La enzima GFAT1 esta codificada por 2 genes no alélicos (GFPT1 y GFPT2) y se

expresa en el pancreas, higado, rifién y misculo esquelético4.

La sobreexpresion de GFATL se relaciona en la disminucion de la funcion celular,

la resistencia a la insulina y en complicaciones de la diabetes?°.

El aumento de la via de HBP debido a condiciones de hiperglucemia, ocasiona que
GFAT1 se sobreexprese, lo que conlleva a la resistencia a la insulina?t. Estudios
realizados en ratones transgénicos donde se sobreexpresé a GFAT1 en los
adipocitos, ocasion6 que los ratones desarrollaron hipertrofia de los adipocitos,
aumento de la leptina plasmatica y disminucion de la adiponectina, asi como
resistencia a insulina??. Otro estudio de sobreexpresion de GFAT1 en musculo y
tejido adiposo demostré6 que se generaba resistencia a la insulina, debido a la
alteracién de la translocacion de GLUT4 a la membrana plasmatica muscular, lo que

impide la captacién de glucosa 2324,

Los cambios en el flujo de HBP, por el incremento en la expresion de GFATL,
ocasionan un incremento en la formacion de UDP-GIcNAc. Este sustrato actla
como complejo para diferentes enzimas, lo que permite la incorporacién del
acetilglucosamina a la cadena de oligosacaridos de la proteina. Esta incorporacion
se hace por medio de un enlace N-glicosidico, cuando se une a una asparagina , 0

bien, enlace O-glicosidico si se une a una serina/treonina de la proteina blanco?.
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Por lo tanto, al sobreexpresarse GFATL1 provoca el aumento de la O-glicosilacion,
lo cual conlleva a la glicosilacién de proteinas importantes de la via se sefalizacidon
de insulina como IRS1 y AKT2, lo que resulta en el desarrollo de la resistencia a la

insulina2s.

En un estudio realizado en células aisladas de islotes beta pancreéticos, se encontro
gue al silenciar farmacolégicamente a GFAT1, ocurre un aumento en la secrecion

de insulina?’.

A pesar de gque se conoce la funcién de la enzima GFAT1, se desconoce la funcion
y la regulacion de la enzima inversa, la GNPDA2. Hasta el momento existen muy

pocos estudios donde se demuestre la implicacion de GNPDA2 en el metabolismo.

3.5.GNPDA?2

GNPDA2 pertenece a la la via de biosintesis de hexosaminas y es una enzima que
cataliza la conversién reversible de D-glucosamina-6-fosfato a D-fructosa-6-fosfato

y amonio (Figura 3)*’.

NHg Hzﬂ

F6P A

&————— GICNAc6P
GNPDA2

Figura 3. Desaminacién de la glucosamina -6- fosfato catalizada por GNPDA2 para

convertir a fructosa-6-fosfato.
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Aln son escasos los estudios reportados sobre la funcion de GNPDA2. Uno de
ellos, describe las caracteristicas fisicoquimicas y la conformacion de la proteina de
GNPDA2 de la bacteria E. coli. En dicho articulo, se describe la interaccion entre la

enzima GNPDA2 con su sustrato GICNAC6P para su transformacion a F6P%,

Posteriormente, estudios genéticos demostraron que GNPDAZ2 esta asociado a la
obesidad y con la DMT2°2°, Sin embargo, se desconoce la funcién de este geny la

forma como influye sobre el metabolismo.

Un estudio reciente demostré6 que la sobreexpresion de GNPDA2 afecta la
adipogénesis y la acumulacibn de gotas de lipidos en las células madre
mesenquimales troncales derivadas de tejido adiposo (ADMSC) humanas. Sin
embargo, aln no se conoce cual es su papel para el metabolismo de los lipidos y

de la glucosa®.

Por otra parte, Gutiérrez-Aguilar et al. demostraron que la expresiéon de GNPDA2
disminuy6 en el hipotdlamo en animales obesos inducidos por dieta (dieta alta en
grasas) comparada contra animales controles??. Sin embargo, la expresiéon de

GFAT no mostro diferencia entre los dos tratamientos?3.

Con el fin de entender la funcion de GNPDA2 en el metabolismo, se inyectd en el
tercer ventriculo del hipotalamo los inhibidores farmacoldgicos, tanto de GNPDAZ2,
como de GFATL1. Se observé que las ratas tratadas con el inhibidor de GNPDAZ2 se
volvieron intolerantes a la glucosa. Sin embargo, al inhibir a GFAT1 en hipotalamo,

no hubo diferencia en la prueba de tolerancia a la glucosa®®.

Esto sugiere que, estos genes pueden estar involucrados en la regulacion de la

homeostasis de la glucosa. La intolerancia a la glucosa observadas en las ratas, se
13



podria deber a una disminucién en la secrecion de la insulina, o bien, a una

resistencia de la insulina.

Por lo tanto, la importancia de este proyecto es estudiar si estos dos genes,
GNPDA2 y GFAT1, se expresan en celulas pancreaticas y regulan la secrecion de

insulina.

3.6.Insulina

La insulina es una hormona peptidica que se sintetiza en las células pancreaticos 3
de los islotes de Langerhans®.. La insulina se encarga de mantener los niveles
normales de glucosa en sangre, al facilitar la absorcion de glucosa celular. Ademas,
regula el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas, promueve la division y

el crecimiento celular a través de sus efectos mitogénicos2.

3.7.La secrecidon de insulina

Una adecuada secrecion de insulina por parte de las células B pancreaticas es de
vital importancia para lograr un adecuado equilibrio energético. Normalmente, estas
células estan adaptadas para detectar la glucosa en sangre y ajustar la secrecién

de insulina de acuerdo con las necesidades del organismo23.

La secrecion de insulina estimulada por glucosa (GSIS, por sus siglas en inglés) es
un mecanismo metabolico que mantiene la homeostasis de la glucosa. Esta
secrecion ocurre en dos fases. La primera fase comienza a los pocos minutos (5

min) de la estimulacion y ocurre con la liberacion de la insulina ya sintetizada y
14



almacenada en los granulos secretores. La segunda fase comienza unos pocos

minutos después de haberse llevado a cabo la primera fase (15 min)34,

La secrecion de insulina comienza cuando la glucosa ingresa a las células 8, por
difusién facilitada a través de transportadores de glucosa (GLUT 1y 2)3°. Una vez
adentro de las células, la glucosa es fosforilada por la enzima glucocinasa, para
llevar a cabo la glucdlisis y producir piruvato como producto final (Figura 4).
Posteriormente, el piruvato ingresa a la mitocondria donde se lleva a cabo el ciclo
de Krebs y la fosforilacion oxidativa, generando un incremento de ATP. EI ATP sale
al citoplasma, lo que provoca un aumento de la relacion ATP: ADP, lo cual ocasiona
el cierre del canal de potasio sensible al ATP (Katr). El cierre de Katp provoca la
despolarizaciéon la membrana plasmética, lo que desencadena la apertura del canal
de calcio dependiente de voltaje. Esto tiene como consecuencia la entrada de Ca?*

al interior de la célula y desencadena la exocitosis de los granulos de insulina®.
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3 Granulos
secretores

Glucosa

Figura 4. Mecanismo de la secrecion de insulina estimulada por glucosa en las
células beta. La glucosa es transportada por un transportador de glucosa (GLUT1,
GLUT?2), para su transformacion a ATP por medio de la glucdlisis, ciclo de Krebs y
fosforilacion oxidativa. La obtencion de ATP modifica la relacion ATP:ADP, causando el
cierre del canal de potasio (Kate). Esto provoca la despolarizacion de la membrana y
consecuentemente, permite la entrada de calcio, lo que conlleva a que la insulina sea

secretada por los granulos de insulinas®.

3.8.Laresistencia alainsulina

La resistencia a la insulina (RI) se describe como la capacidad disminuida de la
insulina para llevar a cabo sus funciones. La Rl es ocasionada por un defecto en la

unién de la insulina a su receptor y en su cascada de sefializacion®®.

La RI cronica es un rasgo comun de numerosas enfermedades metabolicas como

la DMT2 y la obesidad .
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Enla DMTZ2, la principal causa que conlleva al desarrollo de resistencia a la insulina,
ocurre por la deficiencia en la sefializacion de la insulina, causada por distintas
alteraciones®. Estas alteraciones pueden ser mutaciones y/o modificaciones post-
traduccionales del receptor de insulina o de moléculas efectoras localizadas rio
abajo del mismo3°. Estas alteraciones reducen la incorporacién de glucosa en el
tejido muscular y adiposo y promueven alteraciones a nivel metabdlico.

La secrecion de insulina aumenta inicialmente en respuesta a la R, con la finalidad
de compensar y mantener la homeostasis de la glucosa3®. Al principio, el defecto en
la secrecidn de insulina es leve y afecta de manera selectiva la secrecién de insulina
estimulada por glucosa. Sin embargo, este defecto, conforme avanza, provoca que
la insulina producida por el pancreas sea insuficiente para metabolizar el aztcar en
la sangre, por lo que el nivel de glucosa se mantiene elevado incluso en ayunas
(glucosa con niveles mayores de 100 a 125 mg/dL), lo que conlleva a la resistencia
a lainsulina y posteriormente a la DMT215,

La mayoria de las acciones biolégicas de la insulina, después de unirse a su
receptor, se llevan a cabo mediante la activacion de dos vias de sefalizacion
principales: 1) la via de la fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K/Akt), que tiene un papel
central en la regulacién de la adipogénesis, transporte de glucosa, sintesis de
glucoégeno y proteinas; 2) la via de las cinasas activadas por mitdbgeno/Ras
(MAPK/Ras), que regula la expresion de genes relevantes a los efectos finales de

proliferacion, diferenciacion celular y los efectos mitbgenos asociados a la insulina®©,

Los estudios para conocer la etiologia y los mecanismos moleculares de la RI se
centran en las alteraciones de los componentes de la cascada de sefializacion de

la insulina.

17



En particular para este proyecto, el gen GFAT1 afecta directamente a la via de

sefalizacion de insulina PI3K/AKT, la cual se describe a continuacion.

3.9.Cascada de sefializacion de la insulina

Via de la fosfatidilinositol-3- cinasa (PI13K/Akt)

La via de sefializacion dePI3K/AKT, es estimulada fisiologicamente por la activacion
de receptores de membrana tirosina cinasa, ocasionando una fosforilacion del
sustrato del receptor de insulina (IRS)*!. Este sustrato fosforila la subunidad p85 de
la fosfatidilinositol-3- cinasa (PI3K), lo que provoca cambios en la conformacion de
la subunidad p85 y favorece la union de la subunidad catalitica (p110). La PI3K
activa por fosforilacion al fosfatidil inositol 3,4 difosfato (PIP2), y lo convierte en
fosfatidil inositol 3,4, trifosfato (PIP3). PIP3 es el segundo mensajero que conduce
a la activacion de la proteina Akt, mediante su fosforilacién en el residuo de treonina
308 ocasionada por la cinasa PDK-1 (Figura 5)3242. Aktl desempefia un papel en la
accion de la insulina en los adipocitos y en el metabolismo de los lipidos en las
células del musculo esquelético*®. En el misculo esquelético, la activacion de PI3K
es un paso esencial para la translocacion de GLUT4 inducida por insulina, que

conduce a la absorcién de glucosa®.
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Figura 5. Via de la fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K/Akt). La insulina se une a su receptor
y causa su autofosforilacién. Esto provoca que IRS se una a los sitios fosforilados por el
receptor de insulina. Posteriormente, IRS se fosforila y se convierten en sitios de union y
activacion de proteinas que contienen dominios SH2, como PI3K. La PI3K consta de una
subunidad reguladora (p85) y de una subunidad catalitica (p110). La interaccion entre
p85/IRS-1 ocasiona la activacién de p110, dandole acceso a su sustrato PI(4,5)P2. Dicho
sustrato es fosforilado en la posicién 3 del inositol, genera PI(3,4,5)P3, el cual sirve como
sitio de union para cinasas de Ser como PDK1 y Akt. El complejo proteico PDK2 activa a
Akt, induce una primera fosforilacién en la Ser473, seguida por una fosforilacién en la
Thr308, esta ultima inducida por PDK1. Akt es responsable de regular varios efectos
metabdlicos de la insulina como la translocacion de GLUT4 para la internalizacion de la

glucosa a la célula®.
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En presencia de hiperglicemia, la via de la biosintesis de las hexosaminas se activa
y provoca la glucosilacién de IRS, que es la adicion de GIcNAc a residuos de
serina/treonina de la proteina**. IRS1 glucosilada reduce la interacciéon con PI3K,
ademas altera la fosforilacion y activacion de la cinasa de Akt y provoca que la
sefalizacion de la insulina no se lleve a cabo. Todo esto conduce a hiperglicemia y
posteriormente a un estado de hiperinsulinemia compensadora, que conlleva al

agotamiento de la célula beta y al desarrollo de Rl y DTM24°,

Por otra parte, se reportd que, en adipocitos primarios de rata, IRS1 y AKT2 sufren
glucosilaciones, por medio de O-GIcNAc, reduciendo su fosforilacién al ser
estimuladas por insulina. Estos cambios post-traduccionales conllevan a una mala

sefializacion de la insulina y por lo tanto, provoca la resistencia a la insulina?®.

Entonces, GFAT1 esté involucrado en la via de las HBP, como un regulador clave
de esta via. La sobreexpresion de esta enzima, causada por condiciones de
hiperglucemia, conduce a la glucosilacion de proteinas reguladoras de la sefial de
la insulina, lo que provoca que ocurra la resistencia a la insulina. Por el contrario,
GNPDA2, como enzima inversa, en condiciones de hiperglucemia su actividad

estaria baja, ya que se promoveria la de GFAT.
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3.10. Las células INS-1 (832/13)

Las INS-1 (832/13) es un derivado de las células INS-1, originalmente establecido

a partir de un insulinoma inducido por rayos X en ratas“®.

Para poder obtener estas clonas, las células INS-1 se transfectaron con un plasmido
que contenia el gen de la insulina humana. Esta seleccion de clonas, permitio
obtener células con la capacidad de sintetizar y secretar tanto insulina de rata, como
humana?®’. Estas caracteristicas hacen que las células INS-1 (832/13) sean un

modelo utilizado para investigar mecanismos de secrecion celular de insulina.

Por lo tanto, esta linea celular se utilizara como modelo experimental, para ser
sometido a ensayos de secrecion de insulina estimulada por glucosa. Esto se hara
en células control, asi como en células donde los genes GNPDA2 y GFAT1 seran
silenciados. De esta forma, se podra conocer si estos genes influyen en la secrecion

de insulina.

21



4. Planteamiento del problema
GNPDA2 es un gen que ha sido asociado con la obesidad y diabetes, por medio de
estudios de asociacion del genoma completo. Sin embargo, se sabe muy poco sobre

su funcion e implicacion en el metabolismo.

GNPDAZ2 es una enzima implicada en la via de HBP y ejerce la reaccion inversa de
la GFATL1. La sobreexpresion de GFAT1 provoca resistencia a la insulina, por medio

de la glucosilacién de proteinas involucradas en la sefializacion de la insulina.

Por otra parte, la expresion de GNPDAZ2 se encuentra disminuida en el hipotalamo
en ratas obesas inducidas por dieta. Sin embargo, GFAT1 no cambioé su expresion.
Esto pudiera deberse a que, la disminucién de GNPDA2 pueda provocar que la via
HBP se encuentre activa, lo que conlleva a la glucosilacion de proteinas implicadas
en la sefalizacion de insulina y por ende la resistencia a la insulina caracteristica en

las ratas obesas.

La inhibicion de GNPDA2 en tercer ventriculo ocasiond intolerancia a la glucosa; sin
embargo, la inhibicion de GFAT1 no tuvo efectos en la homeostasis a la glucosa.
Ademas, se sabe que al inhibir a GFAT1 en los islotes pancreaticos, incrementa la

secrecion de la insulina.

Por lo tanto, es importante estudiar la implicacion de la via de las hexosaminas, no
solamente en la resistencia a la insulina, sino también en la secrecion de la insulina,
para comprender mejor los mecanismos de ambos genes en la regulacion de la

homeostasis de la glucosa. Por lo tanto, se plantea la siguiente pregunta:

¢, Cual es la implicacién de los genes GNPDA2 y GFAT1 en la secrecién de insulina

al ser silenciados mediante siRNAs en la linea celular INS-1 (832/13)?
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5. Hipotesis
Se espera que el silenciamiento de GNPDAZ2 disminuira la secrecion de insulina,
mientras que al silenciar a GFAT1 aumentara la secrecién de insulina, todo esto al

ser sometidos a un estado de hiperglucemia en la linea celular INS-1 (832/13).

6. Objetivos

6.1.Objetivo general

Evaluar la implicacion de GNPDA2 y GFATL1 en la secrecion de insulina en la linea

celular INS1(832/13).

6.2.0bjetivos particulares

e Medir la expresion de GNPDA2 y GFATL1 en la linea celular INS1 (832/13).

e Transfectar las células con siRNA contra GNPDA2 y GFATL1.

e Verificar la expresion de GNPDA2 y GFAT1 después de 72 horas de
transfeccion.

e Someter las células transfectadas a ensayos de GSIS.

e Medir la expresion de los genes en presencia y ausencia de glucosa.

e Medir la secrecion de insulina mediante la técnica de ELISA en ausencia o

presencia de los genes GNPDA2 y GFAT1.
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7. Material y métodos

7.1.Tipo de estudio
Se llevo a cabo un estudio experimental transversal.
7.2.Criterios de inclusion

e Linea celular INS-1 (832/13), entre el pasaje 22 al 30, con una confluencia
del 80%.

e Genes GNPDA2 y GFATL1.
7.3.Criterios de exclusién

e Cualquier otra linea celular.
e Células viejas.

e Células que sobrepasen o no alcancen la confluencia adecuada.
7.4.Variables

Dependiente: secrecion de insulina y expresion de los genes GNPDA2 y GFAT1 en

las células INS1 (83213).

Independiente: tratamiento de las células con siC vs siGFAT o siGNPDA2 y

tratamiento con glucosa a 0 mM, 3 mM y de 15 mM.

24



7.5.Metodologia

7.5.1. Cultivo celular

Se utilizé la linea celular INS-1 (832/13), derivada de células B pancreaticas de rata,

caracterizadas por ser secretoras de insulina ¥’.

Estas células se cultivaron en medio RPMI-1640 (Sigma R8758), suplementado con
(FBS) suero bovino fetal inactivado por calor al 10% (Gibco, 10082), buffer HEPES
10 mM (Gibco, 15630-080), L-glutamina 2 mM (Gibco, 25030-081), piruvato sédico
1mM (Sigma, S8636), 2-mercaptoetanol 0.05 mM (Gibco, 21985023) y antibiéticos
penicilina-estreptomicina a 100 U/mL-10mg/mL (HyClone™ SV30010). Se
mantuvieron en un ambiente humedo a 37°C y con 5% de COg2, hasta obtener una

confluencia adecuada (80%).

Cuando se obtuvo la confluencia ideal, se retir6 el medio y se lavé con 2 mL de PBS
(pH=7.4), se agregd por los bordes para no desprender las células. Posteriormente,
se aspird el sobrenadante con ayuda de una pipeta Pasteur. Se agregél mL de
tripsina (HyClone™, SH30042.02) y se incubd a 37°C por 2 min, para desprender
las células vivas de la base de la placa. Las células se colectaron en tubos falcén
de 15mL y fueron centrifugadas por 3 min a 2000 rpm. Se desecho el sobrenadante

y las células se resuspendieron en 1 mL de medio completo con antibiético.
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7.5.2. Conteo celular

De las células resuspendidas se tomaron 10 pL y se adicionaron a un tubo
Eppendorf con 90 uL de PBS, se realiz6 asi una dilucion 1:10. A partir de este tubo,
se tomaron 10 pL méas 90 pL de PBS, para obtener una dilucion final de 1:100. De
esta ultima dilucién, se colectaron 10 pyL para cargar en la cAmara de Neubauer

(MARIENFELD® 0610010) y se realizé el conteo celular.

El conteo de células se realiz6 en 3 campos distintos delos cuadrantes con un area

de 1 mm?2. Se sumaron las células contadas para aplicar la siguiente formula:

Y.(# de células)

(# Campos * Area de conteo(mm?) x Profundidad(mm) X factor dilucién

= Cél./uL

Donde:

Profundidad = 0.1 mm
#Campos = 3

Area de conteo = 1mm?

Factor dilucién = 1/100
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7.5.3. Transfeccion de siRNAs GNPDA2 y GFAT1

Para realizar la transfeccion, se colocaron 6x10° células/ pozo, en cajas de 6 pozos
con 2 mL de medio completo. Se incubaron en un ambiente himedo a 37°C y con
5% de CO:. Al siguiente dia del plaqueo, se realizé la transfeccidén con los siRNAs
contra GNPDA2 (siGNPDA2), GFAT1 (siGFAT1) y un siRNA control (siC). Los
siRNAs son segmentos de 20 a 30 nucledtidos, que al internalizarse en la célula,
tienen por objetivo silenciar un gen especifico*’. Este silenciamiento ocurre cuando
los siRNAs son introducidos en las células con ayuda de agentes de transfeccion,
qgue son compuestos de lipidos catiénicos o polimeros*. Estos lipidos catiénicos
poseen una cabeza cargada positivamente unida a dos cadenas alifaticas, por lo
gue se favorece la interaccion entre el lipido y los fosfatos de los acidos nucleicos,
lo que resulta en la formacion de un complejo RNA-liposomas. Una vez unido este
complejo a la membrana, es ingresado a la célula por endocitosis mediante la

formacion de vesiculas “°.

A 99 uL de medio sin suplementos, se le agregé 1 uL de agente de transfeccion
(Thermo Scientific T-2001-02) y se incub6 a temperatura ambiente por 5 minutos
(reactivo A). Por otra parte, se preparo la cantidad de siRNA control y de los siRNAs
contra GNPDA2 y GFAT1, a una concentracion final de 40 nM, se agrego 99 uL de
medio sin suplementos y un 2 pL de siRNA del stock (reactivos B). Dado que se
tienen 3 siRNAs diferentes (control, GNPDA2 y GFAT1) se prepararon 3 tubos con

sus respectivo siRNA.

27



Posteriormente, se agregd 100 uL del reactivo “A” a cada tubo con el reactivo “B,”
para obtener un volumen final de 200 pL para cada pozo por transfectar. Esto se

incubd durante 20 minutos a temperatura ambiente.

Durante dicha incubacion, se retiré el medio de las cajas plaqueadas y se afiadieron
1800 pL de medio completo. Transcurridos los 20 minutos de incubacion, se
tomaron 200 L de la mezcla A + B y se agregaron a los respectivos pozos. Se
incubaron en un ambiente humedo a 37°C y con 5% de CO:. Al cabo de 24 horas
de la transfeccién, se cambié el medio de cultivo por medio completo y se incubaron

nuevamente hasta las 72h después de la transfeccion.

7.5.4. Extraccion de RNA

Este ensayo se realiz6 por medio del kit de purificacion total de RNA, de acuerdo

con las instrucciones del inserto (Jena Bioscience, PP-210S).

Se retir6 el medio de los pozos que contenian las células transfectadas. Se
colocaron las cajas sobre hielo para evitar que se degrade el RNA y se agregaron
500 pL de buffer de lisis a cada pozo. Con ayuda de unas espatulas planas, se
desprendieron las células manualmente y se tomé este homogenizado, colocandolo
en un tubo Eppendorf. Se agregaron 300 pL de isopropanol a los tubos y se

homogeniz6 nuevamente.

A continuacién, se prepararon las columnas de extraccion, se colocaron 90 uL de
buffer de activacion y se centrifugan a 10,000 g durante 30 s. Al término de este

procedimiento, se desecho el filtrado.

28



Con las columnas activadas, se colocd el homogenizado de las muestras a su
columna correspondiente. Se centrifugé a 10,000 g durante 30 segundos y se
descarto el eluido. En este paso, el RNA queda retenido en la membrana de silica
de la columna y con ayuda de los lavados posteriores, se purificd de contaminantes

que pudiera tener.

Se realizaron 2 lavados uno con 700 pL de buffer de lavado primario, centrifugando
nuevamente a 10 000 g por 30 s y se desechd el eluido. Se repitié este paso, pero
ahora se agrego el buffer de lavado secundario. Al término de este procedimiento,
se centrifugd nuevamente durante 2 min, para eliminar todo el excedente de buffer

gue se encuentra en la columna.

Para eluir el RNA de la columna, se colocaron las columnas en tubos Eppendorf
nuevos y se agregaron 30 pL de agua libre de RNAsas y se centrifugd a 10000 g

por 1 min.

Para poder conocer la pureza y concentracion de RNA extraido, se midi6 la
absorbancia a 260 y 280 nm con ayuda del espectrofotometro (Thermo Scientific,

Multiskan GO).
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7.5.5. Sintesis de cDNA por transcripcion reversa (RT)

La retrotranscripcion es una técnica, que permite sintetizar DNA complementario
(cDNA) a partir de moléculas de RNA, por medio de la enzima transcriptasa
reversa®°,

Este procedimiento se realizé de acuerdo con el inserto del kit de sintesis de cDNA
(Jena Bioscience, PCR-511S), se ajustaron los reactivos para un volumen final de
20uL por reaccion y a una concentracion final de 1000 ng de RNA por reaccién

(Tabla 2).

Tabla 2. Reactivos para la reaccion de transcripcion reversa (RT)

Reactivo Volumen (uL)
Hexameros aleatorios 0.5
Buffer completo para la Script RT 4.0
Mezcla de NTPs 1.0
Ditiotreitol (DTT) 1.0
Inhibidor de RNAsas 1.0
Transcriptasa reversa Script 0.5
RNA 1000 ng c.b.p
Agua libre de RNAsas c.b.p. 20 UI

Las reacciones fueron incubadas en un termociclador (Axygen Maxygene Il, PCR
convencional). Se utilizaron las siguientes condiciones: 10 min a 42°C, seguido de

60 min a 50 °C; finalmente, se inactiva la transcriptasa reversa a 70°C por 10 min.
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7.5.6. Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica utilizada para
amplificar o hacer muchas copias de un gen o una regiéon de ADN en especifico. En
la qPCR en tiempo real, la acumulacion de ADN amplificado es detectado y
cuantificado a medida que la reaccion va transcurre, es decir, la deteccion sucede
en cada ciclo de la reaccion . De esta forma, se detecta la cantidad de transcrito

existente en la muestra.

Para poder llevar a cabo esta reaccién, se requiere de una serie de componentes
como: 1) las sondas TagMan, las cuales son sondas fluorescentes de
oligonucledtidos etiquetados con un reportero fluorescente y un «quencher»
(apagador), los cuales se encuentran en estrecha union mientras la sonda no se
hibride a su secuencia blanco. Cuando la sonda especifica se hibrida al cDNA del
gen de interés, la actividad exonucleasa 5’-3’ de la Taq polimerasa ocasiona que se
rompa la unién de la sonda, lo que provoca que la fluorescencia emitida por el
reportero sea liberada y capturada por el equipo®. 2) El material genético de la
muestra de interés que se desea amplificar (cDNA). 3) Se requiere también de la
Taq polimerasa, primers, dNTPs, magnesio, buffer y agua, los cuales se encuentran

en mezcla para la reaccion.

Para la amplificacion se utilizo la mezcla de reaccion fast gPCR Probes Master high
ROX (Tabla 3, Jena Biocence, cat. PCR-384L). Ademas, las sondas utilizadas
fueron para GNPDA2 (RN01413703_M3), GFAT1l (Rn01765495 m3) y L32

(Rn00820748_g1).
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Tabla 3. Reactivos para la reaccion de reaccion en cadena de la polimerasa en
tiempo real (QPCR)

Reactivo Volumen (uL)
Mezcla para qPCR ProbesMaster UNG 5.0
(Jena Bioscience ®)
Agua libre de RNAsas/DNAsas 3.5
Muestra (cDNA) 1.0
Sonda para el gen especifico 0.5

Este experimento se llevo a cabo en el termociclador (Agilent AriaMX, PCR en
tiempo real) con los siguientes parametros de incubacién: 2 min a 50°C, seguido de
2 min a 95°C, posteriormente 40 ciclos de 15 s a 95°C y 1 min a 60°C. Los datos
obtenidos fueron analizados por el método AACt, con la finalidad de obtener valores
de expresion relativa, que son normalizados por los valores obtenidos del gen de

referencia L32.

7.5.7. Ensayo de secrecion de insulina estimulada por glucosa (GSIS,
“glucose stimulated insulin secretion”)

La secrecion de la insulina es muy sensible a los cambios de concentracion de
glucosa. Esto se logra, ya que el metabolismo de la glucosa se acopla a la secrecién
de la insulina, a través de los cambios en los niveles intracelulares de ATP vy la

actividad eléctrica de las células B-pancreaticas.
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Para el ensayo de GSIS, primero se realiz6 la transfeccion de las células con los
respectivos siRNAs (siRNA contra GNPDA2, GFAT1 o siControl). A las 72 horas
posteriores a la transfeccion, se eliminé el medio y se enjuagé con solucion salina
balanceada de Hanks (HBSS). Se dejaron las células en incubacion con HBSS por

2 horas.

Transcurrida esa incubacion, se quité esa solucién y se afiadieron a los pozos la
glucosa a una concentracion de 3 mM o de 15 mM, ya sea para los tratamientos con
el siC o siRNAs para cada gen. Se dej6 incubar por 1 hora. Se recolectaron 500 pL
del sobrenadante de cada pozo para realizar la medicidén de la secrecion de insulina

por ELISA.

Se elimind es resto del medio y se extrajo RNA de las células para la cuantificacion
de los transcritos de ambos genes estimuladas por diferentes concentraciones de

glucosa.

7.5.8. Determinacion de la concentracion de insulina por ELISA

A partir de la recoleccion del medio de las células sometidas al ensayo de GSIS, se
realizé la medicién de la concentracidon de insulina secretada mediante el kit para

ELISA (ALPCO 80-INSRT-EO01).

Las muestras se diluyeron para correrlas en el ELISA. Las diluciones fueron: 1:3
para los medios estimulados con 3 mM de glucosa y 1.7 para los medios

estimulados con 15 mM de glucosa.
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De las diluciones anteriores, se pipetearon 10 pL de cada muestra y se colocaron
en las placas de ELISA que contiene el kit. Se agregaron 75 pL de la solucién con
anticuerpo conjugado a HRP (peroxidasa de rabano) a cada pozo. Se incubd
durante 2 horas a temperatura ambiente y se mantuvo la placa en agitacion.

Trascurrido el tiempo, se decanto el contenido de los pozos y se lavo 6 veces con
350 uL de buffer de lavado. Después, se colocaron 100 yL de TMB (3,3’,5,5 -
tetrametilbencidina) a cada pozo y se incub6 durante 15 minutos en agitacion a
temperatura ambiente. Finalmente, se agregaron 100 pL de la solucién de paro y se
midié la absorbancia a 450 nm. Cabe mencionar que, en la placa también se
colocaron los estandares de concentraciones de insulina para obtener la curva
estandar. Los resultados obtenidos, se interpolaron en la curva estandar, para
conocer la concentracion de insulina secretada por las células bajo los diferentes

tratamientos de glucosa y de presencia o ausencia de los genes GNPDA2 y GFAT1.
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El resumen de la logistica de todos los experimentos se muestra en la Figura 6.
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Figura 6. Esquema de los experimentos realizados durante el desarrollo de este

proyecto.
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8. Resultados

8.1.Optimizacion de las sondas GNPDA2 y GFAT1

Al ser la primera vez que se estudian los genes GNPDA2 y GFAT1 en la linea celular

INS1 (832/13), se necesitaba saber si estos genes se expresan en esta linea celular.

Para poder medir la expresion de los genes GNPDA2 y GFAT1, fue necesario
optimizar la reaccion de gPCR, tanto la cantidad de sonda y como la concentracién

de cDNA utilizadas por cada reaccion.

Las condiciones que se probaron fueron: a) diferentes concentraciones de las
sondas de GNPDA2 y GFAT1. Se utilizaron sondas concentradas o diluidas 1:5 y
0.5 pL de cada concentracion. b) Diferentes concentraciones del cDNA, donde se

utilizé 2 pl o 1 pl del cDNA concentrado o 1 pl cDNA diluido 1:5.

En la Figura 7, se muestra la optimizacion de la reaccién para medir el transcrito de
GNPDA2. Se observo que al utilizar la sonda concentrada (1, 2 y 3), las curvas son
mayores comparadas con la sonda diluida (4, 5, 6), ya que emiten una fluorescencia
mayor. Sin embargo, para las sondas diluidas se obtiene sefial suficiente para
obtener buenas lecturas. Las condiciones y los resultados de los CTs obtenidos se

muestran en la Tabla 4.

En cuanto a la optimizacion de la cantidad de cDNA, se observo que para la
condicion de la sonda concentrada (curvas 1, 2 y 3) y cuando se agrego6 2 pl, 1 pl

de cDNA concentrado o 1 pl de cDNA diluido 1:5, se obtienen CTs de 26.44, 28.86
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y 30.64, respectivamente. Mientras que con la sonda diluida 1:5 (curvas 4,5y 6) y
al colocar 2 pl, 1ul de cDNA concentrado o 1 pl de cDNA diluido 1:5, se obtienen

CTs 24.75, 25.73 y 29.66, respectivamente.

Al comparar las graficas de las sondas concentradas con las sondas diluidas, se
observa que los CTs son mayores, pero se obtuvo la misma tendencia en cada
tratamiento. Es por esto que podemos concluir que la sonda diluida se puede utilizar

para detectar este gen y de esta forma ahorrar en reactivos.

Por lo tanto, las condiciones Optimas para la deteccién de GNPDA2 son: 0.5 pl de

sonda para GNPDAZ2 diluida (1:5) y 1 ul cDNA concentrado.
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Figura 7. Curvas de amplificacion del gen GNPDA2 en las células INS-1

(832/13). (1) Sonda concentrada con 2 pl cDNA, (2) Sonda concentrada con 1 pl
cDNA, (3) Sonda concentrada con 1 pl cDNA diluido 1:5, (4) Sonda diluida 1:5 con
1 ul cDNA, (5) Sonda diluida 1:5 con 2 pl cDNA, (6) Sonda diluida 1:5 con 1 pl cDNA

diluido 1:5, linea azul como control negativo.

Tabla 4. Valores de CTs y condiciones para la optimizacion de la sonda GNPDA2

Simbolo Muestra con Sonda Concentrada

1 cDNA diluido 1:5, 1 pL

2 cDNA concentrado, 1 pL

3 cDNA concentrado, 2 uL
Simbolo Muestra con Sonda Diluida 1:5

4 cDNA diluido 1:5, 1 pL

5 cDNA concentrado, 1 pL

6 cDNA concentrado, 2 pL
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Para optimizar la sonda de GFATL, se utilizaron las mismas condiciones que para
el gen GNPDAZ2. De igual forma, se observo que existe una mayor fluorescencia de
las curvas cuando la sonda esta concentrada (Figura 8). En la Tabla 5, se muestran
los valores de CTs obtenidos y las condiciones que se emplearon. En estos
tratamientos se utilizo la sonda concentrada (curvas 1, 2y 3) y el cDNA concentrado
se agreg0 2 pl, 1 pl o 1 pl del cDNA diluido 1:5. Se obtuvieron CTs de 27.86, 28.93
y 32.66, respectivamente. Mientras que con la sonda diluida 1:5 (curvas 4,5y 6) y
con 2 pl, 1pl de cDNA concentrado o 1 pl de cDNA diluido 1:5, los CTs fueron de
20.39, 25.44 y 26.87, respectivamente. Estos resultados muestran un
comportamiento muy similar a GNPDAZ2, por lo que se decidié emplear para GFAT1

la condicion de 0.5 pl de sonda para GFAT1 diluida 1:5y 1 pl cDNA concentrado.
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Figura 8. Graficas de amplificacién del gen GFAT1 en células INS-1 (832/13).
(A)(1) Sonda concentrada/ 1 ul cDNA, (2) Sonda concentrada/ 2 pl cDNA, (3) Sonda
concentrada/ 1 pl cDNA diluido 1:5, (4) Sonda diluida 1:5/ 1 pl cDNA diluido 1:5, (5)
Sonda diluida 1:5/ 1 pl cDNA, (6) Sonda diluida 1:5/ 2 pl cDNA.

Tabla 5. Valores de los CTs y las condiciones para la optimizacion de la sonda

GFAT1
Simbolo Muestra con Sonda Concentrada Cq (AR)

1 cDNA diluido 1:5, 1 uL 32.66

2 cDNA concentrado, 1 pL 27.86

3 cDNA concentrado, 2 pL 28.93
Simbolo Muestra con Sonda Diluida 1:5 Cq (AR)

4 cDNA diluido 1:5, 1 pL 26.87

5 cDNA concentrado, 1 pL 25.44

6 cDNA concentrado, 2 pL 20.39

40



Por lo tanto, las condiciones Optimas para detectar al gen GNPDA2 es 0.5 ul de
sonda diluida 1:5y 1 pl cDNA concentrado y para el gen GFAT1 es 0.5 ul de sonda
para GFAT1 diluida 1:5 y 1 pl cDNA concentrado, en un volumen final de 10 pl de

reaccion.

Estos resultados muestran que los genes GNPDA2 y GFATL1 se expresan en la linea

celular INS1 (832/13).

8.2.Optimizacion de la transfeccion con siRNA contra GNPDA2 y siRNA
contra GFAT1 en la linea celular INS-1 (832/13)

Una vez comprobado que los genes GNPDA2 y GFAT1 se expresan en las células

INS1 (832/13), lo siguiente era silenciar a los genes, con el fin de estudiar su funcion.

Para las optimizaciones, se probaron diferentes concentraciones de los SiRNAs
contra GNPDA2 (siGN) o contra GFATL1 (siGF): 10 nM, 20 nM y 40 nM y se agregd
1 pL de agente de transfeccion. Adicionalmente, en otros pozos se probaron 20 nM
de siRNA contra cada uno de los genes de interés en pozos diferentes y con 2 uL
de agente de transfeccion. Asi mismo, para el control, se transfectd el siRNA control
(siC) a una concentracién de 20 nM y 1 uL de agente de transfeccion. Ademas, se

colocaron células sin tratamiento como referencia de células intactas.

A las 72 horas después de la transfeccion, se cuantifico la expresion relativa de los
genes. En el caso de GNPDAZ2, se observo que el transcrito disminuy6 en todas las
condiciones donde se utilizo el agente de transfeccion, comparadas con las células

sin tratamiento. Esto indica que el agente de transfeccion modifica a las células. Por
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dicha razon, las condiciones de silenciamiento de GNPDA2 se compararon contra
las células tratadas con el siC. Se observd que en la concentracién de 10 nM del
SiGN existi6 una disminucion del 50 % del transcrito, seguido por una disminucién
del 54% con una concentracion de 20 nM y del 65% con 40 nM del siRNA contra
GNPDAZ2. Al utilizar 2 puL de agente de transfeccién y una concentracion de 20 nM,
el transcrito se silencié6 en un porcentaje igual que con 1 pL de agente de

transfeccion (Figura 9).
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Figura 9. Optimizacion de la transfeccion con diferentes concentraciones de
siRNA contra GNPDAZ2 en la linea celular INS-1 (832/13). Expresion relativa del
gen GNPDAZ2 posterior a las 72h de la transfeccion, con concentraciones de 10, 20
y 40 nM de siRNA GNPDAZ2(siGN), comparado con 20 nM de siRNA control(siC) y

células sin tratamiento(ST) como referencia de células intactas.
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Para GFATL, se observo de igual forma una disminucion del transcrito en todas las
condiciones donde se utilizé el agente de transfeccion, comparado contra las células
sin tratamiento (Figura 10). Por lo tanto, se compararon las diferentes
concentraciones del siGF contra las células transfectadas con el siC. El tratamiento
con 10 nM de siRNA contra GFAT1, produjo una disminucion del 20% del transcrito,
seguido de un silenciamiento del 47% con 20 nM de siRNA y del 64% con una
concentracion 40 nM de siRNA GFATL1.Al agregar una mayor cantidad del agente

de transfeccion, la expresion del GFAT disminuye en un 30%.
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Figura 10. Optimizacion de la transfeccion con diferentes concentraciones de
siRNA contra GFAT1 en lalinea celular INS-1 (832/13). Expresion relativa del gen
GFATL1 posterior a las 72h de la transfeccion con concentraciones de: 10, 20 y 40
nM de siRNA GFAT1(siGF), comparado con 20 nM de siRNA control (siC) y células

sin tratamiento (ST) como control negativo.
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Por lo tanto, las condiciones 6ptimas de transfeccion para silenciar a los genes

GNPDA2 y GFAT2 son: 40 nM de siRNAs con 1 pL de agente de transfeccion.

Una vez optimizado la concentracion adecuada de los siRNAs GFAT1 y siRNAs
GNPDAZ2 para silenciar parcialmente a dichos genes, lo siguiente fue optimizar el
tiempo en el que se logra una mayor disminucion de la expresion de los genes. Se
utilizaron las condiciones anteriores de 40 nM de siRNAs con 1 pL de agente de
transfeccion y se recolectaron las células a diferentes tiempos de transfeccion (24h,
48hy 72h). También, se utilizaron células sin tratamiento como referencia de células

intactas y cada tratamiento con los siGN y siGF se analiz6 respecto al siC.

Se observé que GNPDA2 redujo su expresion en un 19% a las 24 horas, a las 48
horas existe una disminucién del 57% y a las 72 horas, el transcrito descendié un
62% (Figura 11-A). Para GFATL, a las 24 horas de transfeccion, la disminucién del
trascrito fue del 23%, a las 48 horas del 55% y finalmente, a las 72 horas del 63%
(Figura 11-B). Por lo tanto, para para ambos genes a las 72 horas post-transfeccion

fue cuando se logré la mayor disminucién del transcrito.
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Figura 11. Optimizacién de la transfeccion de los siRNAs contra GNPDA2 y
GFATL1 adiferentes tiempos en la linea celular INS-1 (832/13). (A) Graficas de la
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expresion relativa del gen GNPDAZ2 a las 24, 48 y 72 horas de la transfeccion con

40 nM de siRNA GNPDA2 (siGNPDA2) y 1 uM de agente de transfeccion,
comparado contra 40 nM de siRNA control (siC). (B) Graficas de la expresion
relativa del gen GFAT1 a las 24, 48 y 72 horas de la transfeccion con 40 nM de
SiRNA GFAT1 (siGFAT1) y 1 uM de agente de transfeccion, comparado contra 40
nM de siC siRNA control (siC). Se analizaron las células sin tratamiento (ST) como

referencia de células intactas.
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8.3.Expresion de GNPDA2 y GFAT1 en la linea celular INS-1 (832/13)
posterior al silenciamiento.

Una vez optimizadas las condiciones de transfeccion, se cuantificaron los transcritos
de ambos genes en tres diferentes experimentos. Se observo que, a las 72 h
posteriores a la transfeccion, GNPDA2 disminuyo su expresion un 65% comparado
con el siC (Figura 12-A). Mientras que, para GFATL1 se logro disminuir la expresion

hasta un 54 % (figura 12-B).
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Figura 12. Porcentaje de la expresion relativa de GNPDA2 y GFATL, posterior
a las 72h de transfeccién. (A) Porcentaje de la expresion relativa de siRNA
GNPDA2 (siGN), respecto al siRNA Control (siC). (B) Porcentaje de la expresion
relativa de sSiRNA GFATL1 (siGF), respecto al sSiRNA Control (siC). T-Student, ****p<
0.0001, n = 3.

Ademas, se estudié el cambio en el fenotipo o la confluencia de las células después
del silenciamiento de estos genes a las 72 horas después de la transfeccién. Como
se muestra en la Figura 13, no se notd ningun cambio entre las células controles

(siC) y las silenciadas (siGN o siGF).
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si GNPDA2 si Control si GFAT1

Figura 13. Microscopia de las células silenciadas de los genes GNPDA2 o

GFAT1 en la linea celular INS-1 (832/13). Imagenes capturadas a través de
microscopio 6ptico invertido, con objetivo 10X. Células transfectadas con el siRNA
Control (siC), siRNA contra GNPDA2 (siN) o contra GFAT1 (siGF), después de 72

horas de transfeccion.

8.4.Expresion relativa de los genes GNPDA2 y GFAT1en respuesta a
diferentes concentraciones de glucosa.

Otro de los objetivos de este proyecto es ver la expresion de los genes GNPDA2 y
GFAT1, en respuesta a diferentes concentraciones de glucosa. Este experimento
se hizo por medio del ensayo de GSIS, el cual consiste en estimular a las células
con 0 mM, 3 mM o 15 mM de glucosa por una hora. Posteriormente, se recolecta el
sobrenadante para medir la concentracidén de insulina secretada mediante ELISA
(resultados mostrados en la seccién 8.5) y, por otra parte, se midid el transcrito de

las células.

Las células fueron transfectadas con los siGN, siGF o siC y al cabo de las 72 horas

de la transfeccion, se estimularon con las diferentes concentraciones de glucosa.
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En el caso de GNPDAZ2, se encontrd que en las células controles (siC), la expresion
basal del transcrito con 0 mM de glucosa fue del 100%. Al ser estimuladas con
3 mM de glucosa, la expresién no aumento; sin embargo, hubo un aumento hasta
del 100% veces méas con una concentracion de 15 mM de glucosa. Por otra parte,
cuando GNPDAZ2 es silenciado, se observo que su expresion residual es del 49% y
al ser estimulada con diferentes concentraciones de glucosa su expresion es similar

a las células tratadas con 0 mM de glucosa (Figura 14).

Al comparar las células control contra las células silenciadas de GNPDAZ2, se
observo que, para la concentracion basal de glucosa, el transcrito de GNPDA2
disminuyo en un 51% su expresion respecto al siC (p <0.05). En el tratamiento con
3 mM de glucosa, la disminucion de la expresion no fue significativa. Sin embargo,
para el tratamiento con 15 mM de glucosa, se obtuvo una disminucion de hasta el

166% respecto al siC vs siGN (Figura 14, ***p <0.001).
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Figura 14. Expresion relativa de GNPDA2 en células controles o silenciadas
de dicho gen y estimuladas con glucosa. Células INS1 (832/13) transfectadas
con siRNA control (siC) y sSiRNA GNPDA2 (siGNPDA2), tratadas con 0 nM, 3 mM,
y 15 mM de glucosa. ANOVA de dos vias, analisis Post-Hoc Tukey's. *p < 0.05, ***p
<0.001, n=3.

Con respecto a GFATL, se observo en las células controles (siC), la expresion basal
del transcrito con OmM de glucosa al 100%. Al estimular las células con 3mM de
glucosa, la expresion no aumentd; pero, cuando se estimularon con una
concentracion de 15 mM de glucosa se produjo un aumento al 100% en el transcrito
del gen. Por otra parte, cuando GFATL1 es silenciado, se observé que su expresion
disminuye hasta un 48% a OmM de glucosa. Esta expresion aument6 a 76.8% a una
concentracion de 3 mM de glucosa, pero cuando se incrementa la concentracion a

15 mM de glucosa, disminuye su expresion a 64.6%.
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Al comparar las células control contra las células silenciadas de GFAT1, se observo
que, para la concentracion basal de glucosa, el transcrito de GFAT1 disminuyo en
un 48% su expresion respecto al siC (p <0.05). En el tratamiento con 3 mM de
glucosa, no se presenté ningun cambio en la expresion. Sin embargo, para el
tratamiento con 15 mM de glucosa, se obtuvo una disminucién del 105% respecto

al siC vs siGF (Figura 15, *p <0.001).
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Figura 15. Expresion relativa de GFAT1en células controles o silenciadas de dicho
gen y estimuladas con glucosa. Células INS1 (832/13) transfectadas con siRNA control
(siC) y siRNA GFAT1 (siGFAT1), tratadas con 0 nM, 3 mM, y 15 mM de glucosa. ANOVA
de dos vias, analisis Post-Hoc Tukey's. *p < 0.05, ***p <0.001, n= 3.
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8.5.Medicion de la secrecién de insulina estimulada por glucosa en las
células INS1 (832/13) en presencia 0 ausencia parcial de GNPDA2 o
GFAT1

Como se mencioné anteriormente, después de 72 horas de silenciamiento de los
genes GNPDA2 o GFAT1, se realiz6 el experimento de GSIS, esto mediante la
recoleccion del sobrenadante de cada tratamiento. Se midio la concentracion de la
insulina secretada de las células estimuladas con 3 0 15 mM de glucosa, mediante

un ensayo de ELISA.

En la Figura 16, se muestra que las células controles responden al estimulo de 15
mM de glucosa, ya que secretan 2.1 veces mas insulina, con respecto a las
estimuladas con 3 mM de glucosa. Cuando se compara el siC contra el tratamiento
de siGN, se observa una tendencia a disminuir la secrecién de insulina con
concentraciones de 3 mM y 15 mM de glucosa, pero esta disminucién no resulta
significativa (Figura 16-A). Para corroborar que al silenciar parcialmente a GNPDA2,
este gen no influyera en la secreciéon de insulina, se analizaron los datos en
porcentaje de insulina secretada respecto al tratamiento de 3 mM de glucosa. Se
observé que tanto para las células controles como las células ausentes de GNPDA2,
el incremento de la secrecién entre 3 mM y 15 mM de glucosa fue de 2.2 veces para

ambos (Figura 16 B).

Por lo tanto, al silenciar parcialmente a GNPDAZ2, la secrecion de insulina no se ve

afectada.
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Figura 16. Participacion de GNPDA2 en la secrecion de insulina estimulada por
glucosa. (A) Cuantificacion de insulina secretada en las células INS-1(832/13) posterior a
la transfecciébn con siGNPDA2 durante 72h. (B) Porcentaje de insulina secretada con
respecto a 3 mM de glucosa. Las barras en negro representan estimulacion con 3 mM de
glucosa y en gris estimulacion con 15 mM de glucosa. ANOVA de dos vias. Analisis Post-
Hoc Tukey's. *p <0,05, **p <0.002, n = 3.

52



En la Figura 17, se muestran los resultados de las células silenciadas parcialmente
de GFATL1 y sometidas a ensayos de GSIS. Las células controles (siC) responden
al estimulo de 15 mM de glucosa, donde se secretd 2 veces mas insulina con
respecto a las estimuladas con 3 mM de glucosa. Sin embargo, en las células donde
GFAT1 esta parcialmente silenciado, se observé un incremento de hasta 4.9 veces
en la secrecion de insulina, entre el tratamiento de 3 mM y 15 mM de glucosa. Por
otra parte, cuando se comparan las células control con las células con GFAT1
parcialmente silenciado, se observa una disminucién de 0.64 veces en la secrecion
de insulina entre el siC y siGF estimulada con 3 mM de glucosa (Figura 17-A). Sin
embargo, al comparar el porcentaje de insulina secretada respecto al tratamiento
de 3 mM de glucosa para cada tratamiento, se observd que para células controles
hubo un aumento de 2 veces en la secrecidn de insulina entre 3y 15 mM de glucosa.
Para las células en ausencia de GFAT1, se observé un aumento de 5.1 veces entre
3 y 15 mM de glucosa (Figura 17-B). Por lo tanto, las células con silenciamiento
parcial de GFAT1 secretan mas insulina que las controles al ser estimuladas con

15 mM de glucosa.
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Figura 17. Participacién de GFAT1 en la secrecion de insulina estimulada por
glucosa. (A) Cuantificacion de insulina secretada en las células INS-1(832/13) posterior a
la transfeccion con siGFAT1 durante 72h. (B) Porcentaje de insulina secretada con respecto
a 3 mM de glucosa. Las barras en negro representan estimulacién con 3mM de glucosa y
en gris estimulacion con 15 mM de glucosa. ANOVA de dos vias. Analisis Post-Hoc Tukey's.
*p <0,05, **p <0.002, n = 3.
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9. Discusion
La via de las hexosaminas es considerada como una via importante en la deteccion
de nutrientes®3. Los productos de los genes GNPDA2 y GFAT1 tienen participacion

en esta via.

Anteriormente, se reportd que la sobreexpresion de GFAT1 esta relacionada con el
desarrollo de resistencia a la insulina . Ademas, al inhibir farmacolégicamente a
GFAT1, se observé un incremento en la secrecién de insulina de islotes de rata?’.
Sin embargo, la funcion de GNPDA2, enzima inversa de GFAT1, es desconocida

en la homeostasis de la glucosa y especificamente en la secrecion de la insulina.

Es por esto, que se quiso estudiar si GNPDA2 y GFAT1 se encuentran presentes
en las células INS1 (832/13), para ser utilizado como modelo de estudio para la

secrecion de insulina.

Se encontr6 que ambos genes son expresados en las células INS1 (832/13)
(Figuras 7 y 8). Esto era de esperarse, ya que anteriormente estaba reportado que
GFAT1 se expresa en islotes de Langherhans aislados de ratas?’ se sabe que la

linea celular INS1 (832/13) fue aislada de islotes de Langherhans de rata“®.

Después de validar que estos genes se expresan en el modelo propuesto de
estudio, se utilizaron los siRNAs como herramienta molecular para silenciar la
expresion de los genes GNPDA2 y GFAT1. Se observd que en las células INS1
(832/13), se logro silenciar parcialmente a GNPDA2 (65%, Figura 12-A) y a GFAT1
(54%, Figura 12-B) después de 72 horas de transfeccion. Con estas condiciones, lo

siguiente era ver la expresion de estos genes a diferentes concentraciones de
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glucosa y el efecto de estos genes en la secrecion de insulina. A pesar de que el
silenciamiento de GNPDA2 y GFAT1 no fue total, hay estudios que demuestran que
un silenciamiento parcial de genes (mayor al 50% de silenciamiento), puede tener

un efecto significativo en la secrecién de insulina®.

9.1.Expresion de GNPDA2 y de GFAT1 en condiciones de hiperglucemiay
después de ser silenciado en las células INS-1(832/13)

La via de las hexosaminas depende directamente de la cantidad de glucosa que se
transforma en F6P para entrar a esta via. GFATL, es la enzima limitante de la via,
ademas, en condiciones de hiperglucemia ocurre una sobreexpresion de este gen®t.
Es por esto, que uno de los objetivos era estudiar la expresion de GFAT1 y su

enzima opuesta GNPDA2, en respuesta a diferentes concentraciones de glucosa.

Los resultados obtenidos mostraron que en células control, se presentaba un
incremento en la expresion de GFAT1, conforme aumenta la concentracion de
glucosa, después de 1 hora de estimulacion (Figura 15). Unicamente un 5% de la
glucosa ingresada se va a la via de las hexosaminas, donde GFATL1 es la primera
enzima gue regula el paso hacia esta via 2°; por lo que, al detectar niveles elevados
de glucosa debe de aumentar su expresion. Por el contrario, con GNPDAZ2, existe
un incremento del transcrito solamente con la concentracion de 15 mM de glucosa
y no con 3 mM (Figura 14). Esto sugiere que GNPDA2 no es el sensor mas sensible
e importante de esta via, ya que no se modifica con una concentracion baja de

glucosa, a diferencia de GFAT1.
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Al silenciar parcialmente a GNPDAZ2, la expresion no se modifico al aumentar la
concentracion de glucosa (Figura 14). Esto pude ser porque su transcripcion no se
activa y no alcanza a responder a la concentracion alta de glucosa. También, se
evaluo la expresion de GFAT1 silenciado parcialmente en un 54%, y estimulado con
glucosa. Se observo un incremento al ser estimulado con 3 mM de glucosa, y una
tendencia a aumentar con 15 mM. Esto se podria explicar, debido a que, en un
estado de hiperglucemia, es la enzima GFATL1 la que se activa, lo que provoca que
el exceso de glucosa entre a la via de las hexosaminas, a diferencia de GNPDAZ2.
Cuando se presenta una exposicion crénica a estados de hiperglucemia, ocasiona
la sobreexpresion de GFAT1%3, provocando que se acumulen proteinas glicosiladas
como IRS1 y AKT2, lo que conlleva a la desregulacion de la sefializacion de la
insulina, derivando en el desarrollo de la resistencia a la insulina®. A pesar de que
la contribucién de la HBP pareciera ser muy poca, su alteracion resulta en uno de
tantos factores que repercuten en el desarrollo de DMT2. En estos experimentos, la
exposicion a la glucosa so6lo ocurrié durante 1 hora de manera aguda. Sin embargo,
fue posible observar la modificacién de la expresion de GFAT1 en presencia de

glucosa.

Anteriormente, se encontré que en ratas alimentadas con una dieta alta en grasa,
la expresion de GNPDA2 disminuia en el hipotdlamo®?. Sin embargo, la expresion
de GFAT no se modific6'3. Esto sugiere que en ratas que presentan obesidad
inducida por dieta, la disminucién de la expresion de GNPDA2 provocaria que la via

de HBP se encuentre mas activa, a pesar de que GFAT no modifico su expresion.
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Entonces GFAT1 permitiria la entrada del exceso de F6P a la via de las HBP, lo que

conlleva a la resistencia de la insulina, caracteristica estos modelos®’.

9.2.Implicacién de GNPDA2 y GFATL1 en la secrecion de insulina

Como se vio anteriormente, aunque GNPDA2 y GFAT1 participan en el mismo punto
de regulaciéon en la HBP, es principalmente GFAT1, la responsable en regular el
flujo de nutrientes por esta via. Ademas, al inhibir farmacol6gicamente a GFAT1 in
vitro, se observd que esta implicado en el aumento de la secrecion de insulina de

islotes de rata?’.

Por otra parte, al inhibir farmacolégicamente a GFAT1 en el hipotalamo, no tuvo
repercusiones en la homeostasis a la glucosa. Sin embargo, la inhibicion
farmacoldgica de GNPDA2 en el hipotalamo, provoca intolerancia a la glucosa'3.Por
lo que, el siguiente objetivo era, ver si GNPDA2 esté implicado en la secrecion de
insulina y corroborar el rol de GFAT1 en la secrecion de la insulina en un modelo in

vitro.

Los resultados obtenidos muestran que hubo un aumento en la secrecion de insulina
en las células controles, al ser sometidas a una alta concentracion de glucosa. Este
resultado era lo que se esperaba, como respuesta normal a la deteccion de glucosa

por parte de las células.

Sin embargo, en la ausencia parcial de GNPDAZ2, se observd que no hay un cambio
significativo en la secrecion, por lo que GNPDA2 no tiene implicacién en la secrecion
de insulina.
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Lo anterior se podria explicar, debido a que al estar silenciado parcialmente el gen
GNPDA2, el flujo hacia la via de las hexosaminas continla normalmente, con el
ingreso de la F6P por la accion de GFAT1. Esto no se reflejaria en una mayor
produccion de ATP, sefial necesaria para la secrecién de insulina, razén por la cual

no se observa diferencia de la secrecién de insulina.

Esta reportado que GNPDAZ2 esta asociado con la obesidad y con la DMT2°2°, pero
no afecta la secrecion de insulina. Esto sugiere a que este gen podria tener una
contribucion en el desarrollo de resistencia a la insulina, ya que al estar suprimido y
no permitir el retorno de nutrientes hacia la via glucolitica, se acumularian las
proteinas glucosiladas involucradas en la respuesta a la glucosa®®. Esta
glucosilacion podria conducir a la alteracion de proteinas de la via de sefializacion

de la insulina, lo que resulta asi en la resistencia a la insulina?®.

Por otra parte, al silenciar parcialmente a GFATL1 se presentd un incremento en la
secrecion de insulina de 5.1 veces mayor que en el siC en el tratamiento con 15 mM
de glucosa. (Figura 17-B). Entonces, al silenciar a GFAT1, el paso de entrada hacia
HBP no se permitiria, lo que obliga a F6P a continuar en la via de la glucdlisis, dando
como resultado una mayor formacién de ATP y por consecuencia, la apertura de los

canales de calcio, para desencadenar una mayor secrecién de insulina®®.

Se sabe que la inhibicion farmacol6gica de GFAT1, mediante el uso de inhibidores
O-diazoacetil-L-serina (azaserina) en islotes pancreéatico aislados de ratas,
ocasion6 un aumento en la secrecion de insulina?’. Por lo que se puede concluir

gue la inhibicion de GFAT1 con farmacos como genéticamente (siRNA), conducen
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a una mayor secrecion de insulina. Por lo tanto, GFAT1 est& involucrado en la

secrecion de insulina.

Los resultados mostrados en este proyecto dan un panorama sobre la importancia
de GNPDA2 y GFAT1 en la secrecion de insulina. Sin embargo, aun queda mucho
por explorar sobre su participacion y su efecto en muchos otros mecanismos,

incluyendo su implicacion en el desarrollo de la RI.

Hiperglucemia

A B
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Figura 18. Posible mecanismo de laimplicacion de GNPDA2 y GFAT1 en la secrecion
de insulina en condiciones de hiperglucemia. (A) En condiciones de hiperglucemia, se
muestra un incremento en la expresion de GFATL1, lo que provoca un aumento en la
glucosilacion de proteinas y desencadenando la resistencia a la insulina. (B) Al silenciar
parcialmente a GFATL, la via de biosintesis de las hexosaminas qued6 bloqueada,
entonces se presenta un aumeto en el flujo de F6P hacia la glucdlisis e incrementa asi la
secrecion de insulina. Por lo tanto, GFATL1 influye en la secrecion de insulina; sin embargo

GNPDAZ2 no esta implicado en este proceso.
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10.Conclusiones

GNPDA2 y GFATL1 se expresan en las células INS-1(832/13). Ademas, se observo
gque GNPDAZ2 incrementa su expresion al ser expuestas las células a una
concentracion de glucosa alta. Sin embargo, GFAT1 es mas sensible a
concentraciones mas bajas de glucosa, aumentando su expresion

proporcionalmente al aumento la concentracion de glucosa.

El silenciamiento de GNPDA2 demostré que no influye en la secrecion de insulina.
Por el contrario, GFAT1, enzima limitante de la via de las hexosaminas, demostr6
que, al ser silenciada, aumenta la secrecion insulina, lo que sugiere que esta enzima

sirve como sensor de glucosa.

11.Perspectivas

e En este proyecto se comprobé que GNPDA2 no estad implicado en la
secrecion de insulina, pero el silenciamiento de GFAT1 provoca un aumento
de la secrecion a 15 Mm de glucosa. Sin embargo, quedaria por investigar si
GNPDAZ2 juega entonces un rol en el desarrollo de la resistencia a la insulina,
al igual que GFATL1.

e Realizar ensayos de glucosilacion de proteinas involucradas en la
sefalizacion de la insulina en presencia y ausencia de GNPDA2 y GFATL1.

e Con el fin de conocer mejor la funcién de GNPDA2 y GFAT1 y su
implicacion en el metabolismo, se buscara estudiar a estos genes en otros

modelos celulares como: higado, hipotalamo y células adiposas.
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