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1. Resumen

KCTD15 es un gen asociado a la obesidad y a la resistencia a la insulina, el
cual fue descubierto mediante estudios de asociacién del genoma completo. Se ha
demostrado que KCTD15 se expresa en el hipotalamo, un importante centro de

regulacion de la homeostasis energética y de la glucosa.

Un estudio en ratas mostré que la expresiéon de KCTD15 en el hipotalamo
disminuye al someter a los animales ante una dieta alta en grasas y ayuno. Esto
sugiere que el gen pudiera estar involucrado en la regulacion de energia e ingesta
de alimentos, asi como la regulacion de la homeostasis a la glucosa. Se ha
propuesto que KCTD15 pudiera ser un factor transcripcional inhibitorio de la
formacion de la cresta neural y de la supresién de adipogénesis. También, KCTD15
se propone como un canal de potasio, por lo que pudiera estar involucrado en la
secrecion de insulina. Sin embargo, poco se conoce de la funcion de KCTD15, tanto

en la homeostasis energética, como en la homeostasis de la glucosa.

En este trabajo, se estudio la presencia de KCTD15 en células pancreaticas,
su expresidon en presencia de diferentes concentraciones de glucosa y su
implicacién en la secrecidn de insulina. Para esto, se utilizé el modelo celular INS1
(832/13), donde se suprimi6 la expresion de KCTD15 mediante una transfeccién
transitoria de 72 horas. Se observd que al silenciar al gen KCTD15 no hay
diferencias en la confluencia celular. Al estimular a las células con diferentes
concentraciones de D-glucosa (0, 3 y 15 mM), la expresién de KCTD15 aumenta
conforme a la concentracion de glucosa. Sin embargo, en las células donde se
silencié parcialmente a KCTD15, los estimulos de glucosa no provocaron ningun

cambio en la expresion del transcrito de KCTD15.

Por otra parte, se observé que KCTD15 no esta implicado en la secrecion de
insulina, ya que no se observo diferencia entre las células en presencia o ausencia
de KCTD15. KCTD15 no modifica la secrecion de insulina en células INS1 (832/13),
pero su transcrito si esta regulado por estimulos de glucosa, asi como por dieta alta
en grasas y ayuno, reportado anteriormente. Esto sugiere que KCTD15 esta

involucrado en la regulacion energética y su mecanismo es aun desconocido.



2. Antecedentes

2.1 Obesidad: un problema de salud publica

La obesidad es el resultado del desbalance sostenido entre la ingesta de
calorias y el gasto calodrico. Esta enfermedad involucra factores genéticos
(mutaciones o variantes genéticas), asi como factores ambientales (baja actividad
fisica, gran ingesta de alimento, etc.) (WHO, 2018). La obesidad se caracteriza por
un balance positivo de la balanza energética, que ocurre cuando la ingesta de
calorias excede al gasto energético, ocasionando un aumento en los depdsitos de
grasa corporal y, por ende, ganancia de peso (Bray, 1999).

La definicién de obesidad, segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
y el Consejo de Salubridad General, corresponde a la presencia de un indice de
masa corporal, IMC > 30 kg / m? (IMSS, 2009). La Tabla 1 muestra el sistema de
calculo y la clasificacion de sobrepeso y obesidad segun el IMC de la OMS:

peso (kg)

IMC =
estatura — en metros — al cuadrado (m?)

Tabla 1. Clasificacion del estado nutricional en adultos de acuerdo con el

indice de masa corporal*

Clasificacion IMC (kg/m?) | Riesgo de comorbilidades
Bajo peso <185 Bajo (con riesgo elevado de
otros problemas clinicos)
Normal 18.5-24.9 Promedio
Sobrepeso 25.0-29.9 Incrementado
Obesidad clase | 30.0-34.9 Moderado
Obesidad clase Il 35.0-39.9 Severo
Obesidad clase Il >40.0 Muy severo

*Tomado y modificado de WHO, 1998.



La prevalencia mundial, estimada en 2015, sefiala que al menos una de cada
tres personas en el mundo padece sobrepeso u obesidad (Afshin et al., 2017).

En México, datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2018
(ENSANUT) sefalan que la prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad en
nifos de 0 a 4 afos es de 8.2%, en ninos de 5 a 11 anos es de 35.6% y en
adolescentes de 12 a 19 anos es de 38.4%. En particular, la prevalencia de
sobrepeso y obesidad en adultos (poblacidn mayor a 20 afios de edad) es del
75.2%, por lo que 7 de cada 10 personas sufren de esta enfermedad (ENSANUT,
2018). La prevalencia de la obesidad y sus comorbilidades asociadas son un serio
problema de salud publica en México, no solo porque se afecta la calidad de vida,
sino también porque involucra importantes gastos econdmicos (Rtveladze et al.,
2014).

2.2 Comorbilidades de la obesidad

Algunas comorbilidades de la obesidad son el sindrome metabdlico y la
diabetes mellitus tipo 2 (DM2).

El sindrome metabdlico se caracteriza por: intolerancia a la glucosa,
resistencia a la insulina (RI), obesidad, hipertrigliceridemia, niveles séricos bajos de
lipoproteinas de alta densidad, hipertensién y aterosclerosis acelerada. Cuando se
presenta la RI, el pancreas aun puede producir y secretar insulina; sin embargo, las
células blanco de esta hormona son incapaces de responder efectivamente a las
concentraciones en sangre, lo que provoca una mayor estimulacion de las células
beta pancreaticas para producir mas insulina, causando asi hiperinsulinemia
(Andolfi & Fisichella, 2018).

Una hiperinsulinemia sostenida conlleva al agotamiento de las células beta
pancreaticas, resultando en DM2 (Velasco-Contreras, 2016). Al cabo de algunos
afos, esto provoca la ausencia de la secrecion de insulina, ya que a mayor duracion
y complicacion de la obesidad, la Rl progresa hasta provocar una severa
intolerancia a la glucosa, incapaz de ser compensada por las células beta

pancreaticas (Boticario & Calvo, 2013). Se ha calculado que por cada kilo de



aumento en peso, hay un 4.5% de mayor riesgo para el desarrollo de DM2 (Ford,
Williamson, & Liu, 1997). Se estima que al menos entre el 45y 80% de las personas
que padecen DM2, alguno de sus padres padecidé la enfermedad y existen

antecedentes familiares y genéticos relacionados con DM2 (Renteria, 2015).

2.3 Genética de la obesidad

La prevalencia de la obesidad va en aumento en todo el mundo y se han
descrito varios genes asociados a esta condicion, los cuales estan involucrados con
la regulacion de la balanza energética, dada por la ingesta de alimentos y el gasto
energético (Ogden, Yanovski, Carroll, & Flegal, 2007). Los habitos de alimentacion
o el sedentarismo pueden explicar de manera global el incremento en la prevalencia
de la obesidad. Sin embargo, la variacién individual del IMC, en relacién a los
factores hereditarios, influye entre un 40% y 70% sobre la prevalencia de obesidad
(Herrera & Lindgren, 2010).

Hace ya una década, los primeros estudios de asociacién del genoma
completo (GWAS) de la obesidad encontraron 16 /oci asociados a esta enfermedad
(Meyre et al., 2009; Thorleifsson et al., 2009; Willer et al., 2009). En la actualidad,
se han identificado hasta 941 variantes de un solo nucleétido (en adelante, referidas
como variantes) asociadas a la obesidad (Yengo et al., 2018). Sin embargo, la
funcién de muchos de los genes asociados a la obesidad es aun desconocida.

Uno de estos genes, KCTD15, fue asociado genéticamente a la obesidad,
mediante un GWAS de variantes provenientes de una cohorte caso-control, de mas
de 100,000 individuos, de poblacion europea, donde se obtuvo un valor de
significancia de P= 4.5 x10-'? para este gen (Willer et al., 2009). Ademas, KCTD15
ha sido asociado con la resistencia la insulina, mediante la evaluacién del modelo
de homeostasis de la resistencia a la insulina (HOMA-IR) en una cohorte caso-
control de casi 3500 nifios chinos (6-18 afos). Se demostrd que la asociacién de
KCTD15 con HOMA-IR fue significativa, P = 0.034, OR = 1.15 (1.01-1.31) (Xi et al.,
2014), lo cual sugiere su importancia en el metabolismo. Sin embargo, no se conoce

aun su funcion, ni su implicacidn en la homeostasis energética y de la glucosa.



2.4 KCTD15

2.4.1 El gen KCTD15

El gen codificante para el dominio 15 de tetramerizacion que contiene el canal
de potasio (KCTD15) se encuentra localizado, en humanos, en el cromosoma 19,
en el brazo largo region 1, banda 3, sub-banda 11 (19913.11). Tiene una longitud
de 18902 pb, consta de 7 exones y 6 intrones (University of California Santa Cruz
Genomics Institute, 2019). En ratas, se encuentra localizado en el cromosoma 1, en
el brazo largo region 2, banda 1 (1921). Tiene una longitud de 13316 pb, consta de
6 exones y 5 intrones (Figura 1)(University of California Santa Cruz Genomics
Institute, 2020).

A) Ensamblaje humano GRCh38/hg38
Intron 1 2 3 4 5 6
KCTD15  —] Il 1 [ [ 1] —
Ex6n 1 2 3 4 5 6 7
0pb 18902 pb
B) Ensamblaje de rata RGSC 6.0/rn6
Intrén 1 2 3 - 5
Ketd15 — — I [ 1 | 1 —
Exén 1 2 3 4 5 6
0 pb 13316 pb

Figura 1. Estructura intron/exén del gen KCTD15. A) El gen KCTD15 (humano),
conformado por 18902 pares de bases, 7 exones (azul) y 6 intrones (amarillo). B)
El gen Kctd15 (rata), conformado por 13316 pares de bases, 6 exones (azul) y 5

intrones (amarillo).

El gen KCTD15 se expresa en tejido adiposo, médula espinal, cortex

cerebral, ectoceérvix, hipocampo, piel, rifdn, colon, musculo esquelético, bazo,



ovario, testiculo, pancreas; se ha reportado, se expresa desde la semana 10 post-
concepcion hasta en jovenes adultos (EMBL-EBI, 2020). Ademas, durante el
desarrollo embridnico, interfiere con la formacion de la cresta neural, e inhibe la
actividad transcripcional de AP2 al interactuar con su dominio de activacion (Swiss-
Prot, 2020).

2.4.2 La proteina KCTD15

KCTD15 codifica una proteina que pertenece a una familia con 25 miembros
llamada dominio de tetramerizacién que contiene el canal de potasio (KCTD) y se
esquematizan en la Figura 2 (Skoblov et al., 2013). Tanto la proteina KCTD15
humana, como la de rata, consta de 283 aminoacidos y de una masa molecular de
31942 Da (Swiss-Prot, 2020; UniProtKB, 2020).

Los miembros de la familia KCTD comparten un dominio N-terminal comun.
Este dominio se denomina BTB (Complejo Amplio, Tramtrac y Bric-a-brac) / POZ
(poxovirus y dedo de zinc), que es el mayor motivo de interaccion proteina-proteina,
encontrado en virus y en todos los eucariontes (Perez-Torrado, Yamada, &
Defossez, 2006) y el cual determina la localizacion de proteinas dentro de las
células. Ademas, poseen una alta variabilidad en sus regiones C-terminales, las
cuales determinan la interaccion proteina-proteina y por ende, la funcién de cada
miembro de la familia KCTD (Skoblov etal., 2013; Teng etal., 2019).
Estructuralmente, el modelo de KCTD15 sefiala que es un homo-pentamero, debido
al dominio BTB/POZ, y sin ligandos (Schwede, 2020). KCTD15 es una proteina
intracelular, localizada en el nucleoplasma y el aparato de Golgi (The Human Protein
Atlas, 2020).
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Figura 2. Familia de las 25 proteinas KCTD. Los rectangulos alineados indican el
dominio BTB. La barra de escala indica la longitud de la proteina en residuos de

aminoacidos. Tomado y modificado de Teng et al., 2019.

2.4.3 Probables funciones de KCTD15

Hasta el momento se desconoce la funcion especifica de KCTD15 y su
implicacién en el metabolismo. Sin embargo, se propuso que KCTD15 pudiera ser
un factor transcripcional, ya que pertenece al mismo clado que KCTD1, el cual es
un factor transcripcional (Figura 2) (Skoblov et al., 2013). Las secuencias de
KCTD15 y KCTD1 tienen una homologia del 79% (Pirone et al., 2019).

En 2008, se reportd por primera vez la descripcion del gen KCTD1 (Ding

et al., 2008). Posteriormente, se describid la funcion de KCTD1, donde se demostrd

7



que actua reprimiendo transcripcionalmente a AP-2a uniéndose a TFAP2A y
TFAP2B, lo cual resulté importante, puesto que otras proteinas con dominio BTB no
pueden inhibir a AP-2a (Ding et al., 2009), aunque todavia se desconoce mucho de
su funcion.

Sin embargo, el primer reporte de KCTD15 fue en el ano 2009, donde se
demostré su asociacion genética a la obesidad (Willer et al., 2009), sin saber su
funcion. Debido a la gran homologia de KCTD15 con KCTD1, se evalu6 si KCTD15
también poseia la misma funcion que KCTD1, y ahora se sabe que KCTD15 inhibe
la expresion de AP-2a (proteina activadora 2-alfa) (Zarelli & Dawid, 2013), la cual
es un factor de activacion que regula la transcripcion de genes relacionados al
desarrollo embrionario y diferenciacion celular (Eckert, Buhl, Weber, Jager, &
Schorle, 2005).

Existen pocos articulos donde se describa la funcion de KCTD15 y su
relacion con el metabolismo. En la figura 3, se describe el posible mecanismo por el
cual KCTD15 regula la adipogénesis (Skoblov et al., 2013). Se demostré que
KCTD15 reprime a AP-2q, lo que a su vez, inhibe la actividad de C/EBPa (Jiang
et al., 1998), reduciendo la induccion de adipogénesis. Por otra parte, la represion
de KCTD15 sobre AP-2 a también afecta la via de sefalizacion Wnt/beta-catenina
(Gharbi, Zhao, Ellingsen, & Fjose, 2012; Skoblov et al., 2013), la cual regula a la
cresta neural, lo que dara origen al linaje mesenquimal y este a su vez a los
adipocitos (Clevers & Nusse, 2012; MacDonald, Tamai, & He, 2009).

Por otra parte, se ha reportado que KCTD15 tiene interaccion con la proteina
reguladora de la adipogénesis GRP78 (Smaldone et al., 2018), y el silenciamiento
de KCTD15 inhibe la diferenciacidon de adipocitos y acumulacién de lipidos (Jing Xu
et al., 2020). Ademas, ensayos realizados con Xenopus demostraron que KCTD15
es reprimido por la via del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) (Takahashi,
Suzuki, Nishida, & Kusakabe, 2012), quien estimula la proliferacion de adipocitos y
adipogénesis temprana (Widberg et al., 2009).

Lo anterior sugiere que KCTD15 esta involucrado en la adipogénesis, con lo

cual cobra significado su asociacion con la obesidad.
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Figura 3. Actividades hipotéticas de KCTD15, como posible factor
transcripcional, mediadas por AP-2a en el desarrollo de la cresta neural y

adipogénesis. Figura tomada y modificada de Skoblov et al., 2013.

Por otra parte, se ha sugerido que KCTD15 podria ser un canal de potasio
(Orlov, 2019). Esto se debe a que KCTD15 posee el dominio BTB/POZ, que es
contenido también por los canales Kv (Bixby et al., 1999; Kelly & Daniel, 2006).

Se ha propuesto que KCTD15 podria interferir en el ensamble normal de los
canales de potasio Kv (Skoblov et al., 2013). Esto se observé anteriormente con
otro miembro de la familia KCTD, la proteina KCNRG, la cual suprime las corrientes
de potasio, K* (lvanov et al., 2003) y lo hace por medio de su interaccion con los
canales Kv1.1 y Kv1.4 (Usman & Mathew, 2010). Sin embargo, el modelaje de la
proteina KCTD15 sugiere una ausencia de regiones transmembranales, pero se
encontraron dominios de unién (BTB/POX) a otras proteinas (Kv1.2) y plegamientos
que se presentan en factores transcripcionales (comunicacion personal de la Dra.

Liliana Moreno).



No obstante, los mecanismos moleculares y la funcion de la proteina
KCTD15 permanecen inciertos, proponiéndose que podria ser un factor

transcripcional o un canal de potasio (Orlov, 2019; Teng et al., 2019).

2.4.4 Expresion de KCTD15 en diferentes tejidos de humanos y

de ratas

Con el interés de encontrar la desconocida funcion de KCTD15 y su posible
implicacion en la obesidad y resistencia a insulina, se comenzé analizando los
organos involucrados en el metabolismo y donde este gen pudiera expresarse. Se
habia reportado que KCTD15 se expresa en diferentes tejidos en humanos como:
en pulmones, hipotalamo, cerebro, corazon, adipocitos, bazo, rifones, testiculos,
higado, pancreas y musculo (Willer et al., 2009). Por otra parte, se encontré que la
expresion de KCTD15 en ratas es mayor en el hipotalamo, seguido por el tejido
adiposo, el musculo soleo, musculo extensor largo de los dedos e higado (Gutiérrez-
Aguilar et al. 2012).

2.4.5 Regulacion de la expresion de KCTD15 por dieta alta en

grasas y ayuno

Se observo que, en las ratas sometidas a una dieta alta en grasas, ocurre
una reduccion en la expresion de KCTD15 en el hipotdlamo y en el tejido adiposo,
comparadas con ratas sometidas a una dieta normal (Figura 4a) (Gutierrez-Aguilar
et al., 2012). Estos mismos resultados se obtuvieron en ratones sometidos a una
dieta alta en grasas y sacarosa en comparacion con una dieta normal (Yoganathan,
Karunakaran, Ho, & Clee, 2012).

En otro experimento, se comparé la expresién relativa hipotalamica de los
genes KCTD15, neuropéptido Y (NPY) y pro-opiomelacortina (POMC) de ratas en
ayuno por 48 h y ratas alimentadas 2 h antes del sacrificio. Se observé que KCTD15

mostré una reduccion en la expresién del transcrito (Figura 4b), al igual que POMC,
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en condiciones de ayuno comparada a la condicion postprandial. Sin embargo, NPY
aumento su expresion relativa en estado de ayuno, contrario a POMC y KCTD15
(Gutierrez-Aguilar et al., 2012). Por lo tanto, la expresion de KCTD15 se encuentra
regulada por dieta alta en grasas y ayuno, lo que sugiere que KCTD15 podria servir

como un regulador de la carga energética presente en el hipotalamo.

Hipotalamo
a) 1.5- b)
am Normal 15+ Normal Post-
2 0O DAG g Prandial
T 10 © e
o 10 x _:_ % 104 Ayuno
S [
0 b
o 054 S 05
Lu )DC_ ] T
0.0- W gol k=4 1o
Hipotalamo  Tejido adiposo KCTD15

Figura 4. Regulacion de KCTD15 por dieta y ayuno en tejido adiposo e
hipotalamo de ratas. a) La expresion relativa de KCTD15, tanto en hipotalamo
como en tejido adiposo, se ve reducida en ratas sometidas a una dieta alta en
grasas, en comparacion con una dieta normal. b) En el hipotalamo de ratas, la
expresion relativa de KCTD15 disminuye en un estado de ayuno. Tomado y

modificado de Gutierrez-Aguilar et al. 2012.

Se sabe que las neuronas hipotalamicas que expresan POMC envian
sefales anoréxicas, las cuales reducen la ingesta de comida y aumentan el gasto
de energia (Morton, Cummings, Baskin, Barsh, & Schwartz, 2006; Schwartz,
Woods, Porte, Seeley, & Baskin, 2000). Ademas, se ha reportado que las neuronas
hipotalamicas AgRP, las cuales tienen alta expresion de NPY, son responsables de
inducir la sefializacion para aumentar la ingesta de comida (Aponte, Atasoy, &
Sternson, 2011). Por lo tanto, KCTD15 podria tener un efecto anorexigénico al
modular su expresion de manera similar a POMC. Ademas, se observd que la

expresion de KCTD15 es modulada por la carga energética (ayuno o dieta).
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2.4.6 Relacion entre cerebro e islotes pancreaticos

El cerebro y los islotes pancreaticos estan estrechamente relacionados
funcionalmente, a pesar de que no comparten un origen de desarrollo en comun.
Estos dos o6rganos comparten muchas vias bioquimicas, y por lo tanto, se
caracterizan por una amplia superposicion en la expresion génica y funcidon de
proteinas expresadas en los dos érganos (Schwartz, Guyenet, & Cirulli, 2010).

Ademas, se sabe que la insulina regula la balanza energética al existir
receptores de insulina en varios nucleos hipotalamicos, entre ellos en el nucleo
arqueado (Houten, Posner, Kopriwa, & Brawer, 1979), donde existen neuronas
POMC y NPY/AgRP. Por lo tanto, el pancreas y el cerebro estan involucrados en la
regulacion energética y en la homeostasis de la glucosa.

Se ha descrito que muchos de los genes asociados a la obesidad estan
altamente expresados en el hipotalamo, por lo que pudieran tener un rol importante
en los procesos de regulacidn de la balanza energética y en la homeostasis de la
glucosa (Willer et al., 2009).

Al estar KCTD15 expresado en el hipotadlamo y que su expresion esté
regulada por dieta o por ayuno, esto sugiere que este gen pudiera tener una funcién
en la regulacion energética y en la homeostasis de la glucosa. Por lo tanto, es
posible que este gen se exprese también en el pancreas y que regule la secrecién

de insulina.

2.5 Secrecion de insulina

La homeostasis de la glucosa en el cuerpo recae principalmente en la
habilidad de las células B-pancreaticas de regular la secrecién de insulina, en
respuesta a los cambios de concentracion de glucosa en sangre (Han et al., 2018).
La insulina es la hormona que disminuye la concentracion plasmatica de glucosa y

es liberada segun se requiera.
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Fisiolégicamente, un aumento de la glucosa desencadena la secrecidon de
insulina que consiste en dos fases (Figura 5); la primera es una secrecion rapida de
entre 5 y hasta 10 minutos después del estimulo, donde se liberan los granulos de
insulina preanclados en membrana plasmatica mediante fusion (Curry, Bennet, &
Grodsky, 1968; Rorsman & Renstrom, 2003). Cuando la primera fase se desajusta,
es un distintivo patolégico de los primeros estadios de la DM2 en sujetos en riesgo
de padecerla (Brunzell et al., 1976).

La segunda fase consiste en una secrecion de insulina mas sostenida, que
dura entre 5 a 15 minutos después de la estimulacidén con glucosa, correspondiente
con los granulos de insulina que van llegando desde citoplasma, se anclan y
fusionan con la membrana plasmatica. Todo esto se debe a un aumento en la
actividad eléctrica de la célula beta pancreatica (Gaisano, 2014; Rorsman &
Renstrom, 2003).

La glucosa entra a la célula B-pancreatica mediante los receptores GLUT?2
(Roder, Wong, Hong, & Han, 2016). Posteriormente, se fosforila por accién de la
enzima glucocinasa, formando glucosa-6-fosfato, y por medio de la glucdlisis, ciclo
del acido citrico y la fosforilacion oxidativa generara ATP. El aumento de ATP causa
el cierre de los canales Katp, provocando la despolarizacion de la membrana
plasmatica, lo cual activa a los canales de calcio dependientes de voltaje (VDCC) y
canales de potasio dependientes de voltaje (Kv). Al activarse estos canales, el calcio
entra a la célula, provocando que las vesiculas que contienen la insulina, se unan a
la membrana celular para favorecer a la exocitosis de la insulina (Figura 5) (Fu et al.,
2017; Lang, 1999).
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Figura 5. Esquema de la secrecion de insulina en células p pancreaticas. A)
Grafica que ilustra la secrecion de insulina bifasica. B) Representacion celular del

proceso de secrecion de insulina simplificado. Tomado y modificado de Qi 2014.

Se ha reportado que los canales de potasio sensibles a ATP (Katp) son parte
del mecanismo implicado en la secrecion de insulina estimulada por glucosa (GSIS).
Por otra parte, los canales de potasio son esenciales para el establecimiento de
gradientes transmembranales y potenciales de membrana en células excitables y
no excitables (Castle, 2010).

Ademas, se han relacionado a los canales dependientes de voltaje Kv2.1y
Kv2.2 con la exocitosis de granulos de insulina en células beta pancreaticas (Fu
et al., 2017; Jensen et al., 2013). Kv2.1 parece facilitar la exocitosis de los granulos
contenedores de insulina interaccionando con la membrana plasmatica, la proteina
1A'y con el complejo SNARE; ademas, de su actividad de repolarizacién como parte
de los canales Kv (Fu et al., 2017). Kv2.2 esta ampliamente expresado en pancreas
de rata y humano, contribuye en la corriente de repolarizacién de Kv y actua como
un regulador de Kv2.1 (Jensen et al., 2013).

Otro miembro de la familia Kv, Kv1.3, se ha reportado que regula el peso
corporal, la absorcion de glucosa, sensibilidad a la insulina y homeostasis de
energia (Jianchao Xu, 2003; Jianchao Xu et al., 2004).
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Dado que KCTD15 posee el mismo dominio conservado BTB/POZ presente
en los canales Kv (Liang etal., 2015), es posible que KCTD15 pueda tener
funciones similares a los canales dependientes de voltaje y esté implicado en la

secrecion de insulina.

3. Planteamiento del problema

El gen KCTD15 esta asociado a la obesidad; sin embargo, se desconoce su
funcidn. Se postula que KCTD15 pudiera ser un factor transcripcional o un canal de
potasio regulado por voltaje.

En un modelo de obesidad inducida por dieta, se observd que la expresion
de KCTD15 en el hipotalamo disminuye en ratas obesas comparadas contra los
controles. Ademas, se observo que su expresion disminuye bajo condiciones de

ayuno, sugiriendo su implicacion en la homeostasis energética y de la glucosa.

La insulina es una hormona que responde a los cambios energéticos y de
glucosa, y que ademas los regula, debido a la comunicacion pancreas-hipotalamo.
Ademas, los canales de potasio regulados por voltaje son importantes para la
repolarizacién y secrecion de péptidos, tanto de neuronas como de las células 3
pancreaticas. Es por esto, que es de nuestro interés establecer la posible
implicaciéon de KCTD15, especificamente en la secrecion de la insulina. Por dicha
razon, se utilizé un modelo celular capaz de secretar insulina (INS1 832/13).

Por lo tanto, se analizé si KCTD15 se encuentra expresado en la linea celular
INS1 (832/13). Posteriormente, se averigué si el gen KCTD15 es regulado por
diferentes concentraciones de glucosa. Finalmente, se estudid la implicacion de

este gen en la secrecion de insulina.

En general, el presente trabajo pretende dar un acercamiento sobre la

funcién de KCTD15 en la secrecion de insulina de células B-pancreaticas.
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4. Hipétesis

El gen KCTD15 esta implicado en la secrecion de insulina de las células B-
pancreaticas INS1 (832/13).

5. Objetivos

5.1 Objetivo general
Determinar la implicacion del gen KCTD15 sobre la secrecion de insulina de

las células INS1 (832/13).

5.2 Objetivos particulares
1. Optimizar la transfeccion de siRNA contra KCTD15 en células INS1
(832/13).
2. Determinar el efecto del silenciamiento parcial de KCTD15 sobre el
fenotipo de las células INS1 (832/13).
3. Evaluar el efecto de estimulos de glucosa sobre la expresion de KCTD15
en las células INS1 (832/13).
4. Determinar el efecto del silenciamiento parcial de KCTD15 sobre la

secrecion de insulina de las células INS1 (832/13).

6. Materiales y métodos

6.1 Cultivo celular

Se empled la linea celular INS1 (832/13), pases 26 a 35. Esta linea celular
proviene de células B-pancreaticas de rata (Hohmeier et al., 2000).
Para su cultivo, se emple6 el medio de crecimiento RPMI-1640 (Sigma

Aldrich®) suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado por calor (HIFBS,
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Gibco®), 10 mM HEPES (Gibco®), 2 mM L-glutamina (Sigma Aldrich ®), 1 mM
piruvato de sodio (Sigma Aldrich®), 0.05 mM 2-mercaptoetanol (Sigma Aldrich®),
penicilina/estreptomicina 100 U/ mL (Hyclone®). El cultivo se mantuvo a 37°C, 5%

COg2, 95% humedad relativa (HR) con cambios de medio cada 4 dias.

6.2 Conteo celular

Los cultivos celulares se mantuvieron hasta una confluencia de 70-80%. Se
aspird el medio y se realizé un lavado con amortiguador de pH de fosfatos salino
(PBS). Se incubd con 1 mL de tripsina 0.25 % con rojo fenol (HyClone ®) para cajas
de Petri de cultivo celular o 0.5 mL para placas de 6 pozos, a 37°C por 2 minutos.

Con ayuda de una micropipeta, se despegaron mecanicamente las células,
seguido de la adicién de 1-2 mL de PBS. Las células se colectaron en un tubo cénico
de 15 mL y se centrifugaron a 2000 rpm por 3 minutos. Se aspir6 el sobrenadante y
se resuspendié el paquete celular en 1 mL de medio completo.

Se prepararon muestras celulares en PBS en una dilucion 1:100 (2 diluciones
seriales de 90 pyL de PBS con 10 uL de la suspensién celular). Se cargaron 10 pL
en la camara de Neubauer. Se contaron las células en tres cuadrantes y se calcul6

el numero de células empleando la siguiente formula:

Células B X células contadas

uL 3 cuadrantes * 0.1 mm grosor * dilucién

6.3 Transfeccion de RNA de interferencia pequeio (siRNA)

La interferencia de RNA es una técnica de biologia molecular empleada para
prevenir la sintesis de proteinas celulares, al degradar su mRNA. Los RNAs de
interferencia pequefios (siRNAs) son introducidos dentro de las células usando

agentes de transfeccion comerciales.
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La composiciéon de esos reactivos frecuentemente es de lipidos catidnicos o
polimeros para facilitar la transferencia de siRNAs negativamente cargados, a

través de la membrana plasmatica (Ozbalci, Storck, & Eggert, 2019).

Para los ensayos de transfeccion, se colocaron 600,000 células por pozo en
placas de 6 pozos, con 2 mL de medio completo y se incubaron por 24 h a 37°C,
5% CO2y 95% de humedad relativa.

Al dia siguiente, se prepar6 el agente de transfeccion (AT, DharmaFECT® 1
T-2001-02) 1 pL con 99 pyL de medio RPMI-1640 sin suero fetal bovino (SFB) por
pozo, mezclando por pipeteo suave y dejando 5 minutos de incubacion (Tubo A).

En otro tubo, se pusieron 98 uL de medio RPMI-1640 sin SFB con 2 pL de
siRNA Control (siC, Dharmacon® D-001810-10) o siRNA KCTD15 (siK,
Dharmacon® L-104740-02) (concentracion final 40 nM por pozo) (Tubo B). El
contenido del Tubo A y el Tubo B (200 uL totales por pozo) se mezcld
cuidadosamente por inversion y se incubo por 20 minutos a temperatura ambiente.
Se retird el medio completo de los pozos y se adicionaron 1.8 mL de medio completo
RPMI-1640 fresco a cada pozo, teniendo especial cuidado de no despegar las
células. Posteriormente, se adicionaron 200 pL de la mezcla de A+B por goteo con

ayuda de una micropipeta.

6.4 Extraccion de RNA

El RNA se extrajo de células INS1 (832/13), empleando el kit de extraccion
Total RNA Purification Kit (Jena Bioscience®):

Esto consistié en adicionar 500 uL de amortiguador de lisis al paquete celular.
El buffer de lisis estd compuesto de tiocianato de guanidina (4M), como
desnaturalizante de proteinas; acido-2-(N-morfolino)-etanosulfénico (MES 10 mM)
a pH=5.5, que se une a proteinas y carbohidratos para facilitar su elucién en los
lavados y B-mercaptoetanol, que es un agente reductor de enlaces disulfuro y
desnaturalizante de ribonucleasas. Posteriormente, se agregaron 350 pL de

isopropanol 99.5% puro (Sigma-Aldrich®) a las células, para disminuir la solubilidad
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del RNA. Después, se sometieron a agitacion por pipeteo y vortex por 10 segundos
para lisar las células.

Por otra parte, la columna de purificacion se activé utilizando buffer de
activacion con el fin de hidratar la silica contenida en ella, dandole la polaridad
positiva necesaria para retener al RNA.

Una vez lisadas las células, se colocaron en la columna de purificacion y se
centrifugo a 10,000 g por 30 segundos. Se lavaron con 700 L de solucién de lavado
primario y se centrifugaron por 30 segundos, descartando el eluido. Un segundo
lavado con 700 pL de solucién de lavado secundario y también otra centrifugacion.

Finalmente, se centrifugd a 10,000 g por 2 minutos para eliminar residuos de
soluciones de lavado. Se coloco la columna en un nuevo microtubo de 1.5 mL libre
de DNAsas/RNAsas y se anadido 30 yL de agua libre de RNAsas a temperatura
ambiente, centrifugando por 30 segundos a 10,000 g, para obtener el eluido que

contiene el RNA.

6.5 Cuantificacion espectrofotométrica de RNA

La calidad y cantidad de RNA extraido se determin6 por espectrofotometria
y electroforesis.

La medicion espectrofotométrica se realiza en el intervalo del espectro UV,
con lecturas a una A= 260 y 280 nm. Cuando la relacién A2so/A280 €s menor a 1.8,
esto es indicador de contaminacion con material proteinico. Si es mayor de 1.8, se
considera que es una muestra pura de RNA. La concentracion de RNA total se basa

en la equivalencia (Leland J. Cseke, Ara Kirakosyan, Peter B. Kaufman, 2011):

40 ug RNA

— = 1.0 cuando se mide en una celda de 1 cm de longitud

RNA total = Azeo * 40 pg/mL RNA * Zumen foral

UL RNA usados

ElI RNA obtenido se cuantifico tomando 2 pL del eluido y colocandolo en placa

NanoDrop (Thermo Fisher ®). Mediante el equipo fotométrico MultiSkanGo®
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(Thermo Fisher Scientific ®), se obtuvo la relacion de absorbancias a 260 nm / 280

nm (pureza =1.8-2.1) y la concentracion del RNA [ng/uL].

6.6 Electroforesis en gel de agarosa

La integridad del RNA se confirmé por una electroforesis en gel de agarosa,
donde se evalua por la aparicién de 2 bandas bien definidas de rRNA (18S y 28S).
Para ello se limpiaron acrilicos, vidrios y soportes con Etanol al 70% y se preparo el

gel a concentracion de 1% de agarosa (Bio-Rad®):

- Pesar 1 g de agarosa
- Agregar a 100 mL de agua bidestilada y libre de RNAsas
- Calentar hasta completa disolucion

- Dejar enfriar sin que comience la polimerizacion (gelificado).

Esta mezcla se verti6 en el soporte del gel y se dejé polimerizar;
posteriormente, se colocd en la camara de electroforesis (Bio-Rad®). Se agrego
solucioén Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X hasta la marca sefalada en la camara de
electroforesis. Se cargaron 5 yL de muestra con 5 pyL de buffer de carga (azul de
bromofenol) y 0.5 uL de SYBR® Gold (Thermo Fisher®). Se corrié a 80 mV, hasta

la mitad del gel y se tom¢ la fotografia en la camara UV.

6.7 Reaccion de transcriptasa reversa (RT)

La RT es la reaccion de transcripcion reversa donde a partir del acido

ribonucleico mensajero (MRNA) se obtiene la copia del acido desoxirribonucleico

(cDNA). Para esta reaccion, el kit de sintesis de cDNA utilizado fue el Script cDNA

Syntesis Kit, Jena Bioscience®. Por reaccion se requiere:
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Tabla 2. Reactivos para la reaccién de transcriptasa reversa (RT)

Reactivo Volumen (uL)
Hexameros 0.5
Script RT Buffer 4.0
Mezcla de dNTPs 1.0
Ditiotreitol (DTT) 1.0
Inhibidor de RNAsas 1.0
Script Transcriptasa Reversa 0.5
RNA 1000 ng c.b.p

Agua libre de RNAsas c.b.p. 20 yL

Posteriormente, se empled el termociclador (Axigen Maxygene Il, PCR punto

final) con el siguiente programa:

Tabla 3. Condiciones para la reaccion de transcriptasa reversa (RT)

Temperatura| Tiempo

42 °C 10 minutos

50 °C 60 minutos

70 °C 10 minutos

4°C indefinido
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6.8 Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa o en tiempo real (QPCR)
se emplea para cuantificar la expresion de un transcrito a partir de cDNA.
En la qPCR, los procesos de amplificacion y deteccion, basados en técnicas de
fluorescencia, se producen de manera simultanea. La medicidon de la cantidad de
fluorescencia se realiza de forma continua, proporcionado informacion de la
amplificacion del cDNA en tiempo real, siendo una forma indirecta de cuantificar la
expresion de los genes, mRNA.

Se emplearon sondas tipo TagMan, las cuales se hibridan especificamente
a la secuencia del gen a amplificar. Estas sondas son oligonucleétidos de cadena
simple que llevan un fluoréforo informador en su extremo 3’ (reportero) y un
fluorocromo amortiguador en el extremo 5’ (“quencher”) que bloquea la emisién de
fluorescencia. Cuando la Taq polimerasa se encuentra con la sonda, la hidroliza,
gracias a su actividad exonucleasa 5’-3’, causando la emision de fluorescencia. De
esta forma, la emision de fluorescencia esta relacionada con la cantidad de
secuencias producidas (Lerma, Catasus, & Pons, 2013), por ende, de la cantidad
del mRNA.

Para preparar la sonda a utilizar en la reaccion, se hizo una dilucion 1:5 del
stock de 5 ymol/uL, obteniendo asi una concentracion de la sonda de 50 nmol/pL.
Esta dilucion es la que se ocupa en la reaccion de gPCR. Para cada reaccion (10

ML) se empled lo siguiente:

Tabla 4. Reactivos para la reaccién de qPCR

Reactivo Concentracion Volumen (uL) | Concentracion
inicial final
gPCR ProbesMaster UNG - 5.0 -
(Jena Bioscience ®)
Agua libre de - 3.5 -
RNAsas/DNAsas

Muestra cDNA (concentrado) - 1.0 -

Sonda (Diluida 1:5) 5 ymol/uL 0.5 50 nmol/uL
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Se colocaron por duplicado muestras de cada tratamiento en el termociclador

(Aligent Stratagene MX30005P), bajo el perfil térmico consistente en:

Tabla 5. Perfil térmico de qPCR

Tiempo Temperatura (°C) | Ciclos
1 minuto 50 1
2 minutos 95 1
15 segundos 95 40
1 minuto 60 40

Las sondas empleadas fueron Kctd15 (Rn01458152 m1) y Rpl32
(Rn00820748_g1) como control. Después, las reacciones fueron analizadas en el
software Aligent AriaMx v.1.7, del cual se extrajeron los Ct.

Los Ct fueron tratados utilizando el método de delta delta Ct (AACt), el cual
consiste en realizar la diferencia entre el promedio del gen de interés y el promedio
del gen control. De esta forma, se obtiene la expresion relativa del gen KCTD15

respecto al gen control RPL32 (proteina ribosomal L32).

6.9 Secrecidn de insulina estimulada por glucosa (GSIS, por sus siglas

en inglés)

El ensayo consiste en transfectar las células INS1 (832/13) con el siRNA
contra KCTD15 o control (siK o siC). Después de 72h de transfeccion, a las células
se les retir6 el medio y se les coloco 1 mL de la solucién salina balanceada con
HEPES (HBSS). Esta solucion se dejoé durante 2 horas, para que las células estén
en ayuno y sin estimulo de glucosa, en su estado basal. Después, se cambio la
solucion por 1 mL de HBSS con diferentes concentraciones de D-glucosa (0, 3, 15
mM) por 1 h. Al término de este tiempo, se tomé una muestra de 500 pL de
sobrenadante y se congelaron a -20°C, para posteriormente medir la concentracion

de insulina secretada por medio de ELISA.
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La solucion HBSS consiste en 114 mM NacCl, 4.7 mM KCI, 1.2 mM KH2PO4,
1.16 mM MgSOs4, 20 mM HEPES, 2.5 mM CaClz, 25.5 mM NaHCOs3, 0.2% albumina
de suero bovino, pH 7.2 (Hohmeier et al., 2000).

6.10 Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)

El ensayo ELISA se emplea para la deteccién y cuantificacion de antigenos,
anticuerpos, hormonas y otras moléculas.

En un ELISA, un anticuerpo primario es inmovilizado por adsorcién en un
sustrato sélido. Después, se adiciona una solucion de bloqueo para cubrir el sustrato
sélido, seguido de una muestra de antigeno. Posteriormente, se adiciona un
anticuerpo secundario que conduce a la subsecuente unién al antigeno ya unido al
anticuerpo primario. Por ultimo, se agrega una enzima que se une al anticuerpo
secundario, seguido por un sustrato enzimatico que conduce a la generacion de
color. La sefal detectada es tipicamente proporcional a la cantidad del antigeno.

Para este proyecto, se empledé el kit de ELISA para insulina de rata
(ALPCO®). Se afiadieron a la microplaca 10 uL de las muestras del sobrenadante
de células estimuladas con 3 mM y 15 mM de D-glucosa diluidas en agua 1:3 y 1:5,
respectivamente. Después se colocaron 75 pL del buffer con el anticuerpo
conjugado. La microplaca se incub6 a temperatura ambiente con agitacion a 140
rpm por 2 h.

Al término de la primera incubacion, se lavaron los pozos 6 veces con 300 pL
de buffer de lavado. Se afadieron 100 uL de sustrato 3,3’,5,5'-tetrametil-benzidina
(TMB) y se incubd por 15 minutos a temperatura ambiente con agitacion a 140 rpm.
Se afnadio 100 pL de solucién de paro y se realizé lectura en equipo MultiSkan® Go
(Thermo Fisher Scientific®) a 450 nm.
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7. Resultados

7.1 Optimizacién de la extraccion del RNA y su integridad

Uno de los propdsitos de este trabajo es medir la expresion de KCTD15, para
lo cual se extrajo RNA total de un cultivo de 600,000 células INS1 (832/13)
incubadas por 72 h, con una confluencia del 70-80%.

Se realizo la extraccién de RNA con el kit comercial de Jena Bioscience ®.
Se tomaron un par de muestras y se corrieron en un gel de agarosa. Se observo
que para ambas muestras se obtuvieron 2 bandas, correspondientes al rRNA 28S
(superior) y 18S (inferior) (Figura 6).

rRNA 28S —

rRNA 18S —

Figura 6. RNA extraido visualizado en un gel de agarosa.
(1,2) Dos muestras de prueba de RNA extraido de las células INS1(832/13).

7.2 Optimizacion de diferentes concentraciones de la sonda y cDNA
para amplificar el transcrito de KCTD15 en las células INS1 (832/13)

Anteriormente, se habia reportado que el gen KCTD15 se expresa en el
pancreas humano (Willer et al., 2009). Sin embargo, se desconocia si este gen se
expresa en el pancreas de rata y en nuestro modelo de estudio, en las células
derivadas de pancreas de rata, INS1 (832/13). Para responder esto, lo primero fue
optimizar la cantidad de sonda de KCTD15 y la concentracion del cDNA, para la
reaccion de qPCR. Se probaron diferentes condiciones, las cuales fueron: a) la
concentracion de sonda de KCTD15, ya sea 250 nmol/pL o 50 nmol/uL (dilucién 1:5
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del concentrado), empleando 0.5 uL de la sonda; b) diferentes volumenes de cDNA,
utilizando 2 pL, 1 yL o 1 yL de cDNA diluido 1:5 (Figura 7).

Al emplear 250 nmol/uL de sonda (A, B, C, D), las curvas muestran una
mayor fluorescencia comparadas con las curvas donde se utilizé 50 nmol/uL de
sonda (E, F, G, H). A pesar de ello, se obtiene una considerable intensidad de la
sefal de fluorescencia al usar 50 nmol/uL de sonda. Los valores obtenidos de los
Ct se muestran en la Tabla 6.

Respecto a la optimizacién de la concentracién y volumen de cDNA, se
observo que al utilizar 250 nmol/pL de sonday 2 uL, 1 L o 1 pL de cDNA diluido
1:5, se obtuvieron los Ct de 24.71, 26.72 y 29.93, respectivamente. Por otra parte,
al usar 50 nmol/pL de sonday 2 uL, 1 yL o 1 yL de cDNA diluido 1:5, se obtuvieron
los Ct de 27.58, 29.37 y 31.56, respectivamente.

Al comparar las curvas de la sonda a la concentracion de 250 nmol/uL con la
sonda a la concentracion de 50 nmol/uL, se observa que los Ct son mayores con la
sonda a 50 nmol/uyL, pero se conserva la tendencia en cada tratamiento. La
intensidad de la sefial de fluorescencia disminuy6 al utilizar la sonda diluida, no
obstante, es posible emplearla al diluirla. De esta forma, se podra obtener el mismo

resultado, pero ahorrando reactivo.

Tabla 6. Valores Ct de optimizacion de sonda y cDNA para ensayos de qPCR

Simbolo | 250 nmol/pL de sonda (concentrada) | Ct (AR)
A 1 pL dilucion 1:5 de cDNA 29.93
B 1 uL de cDNA 26.72
Cc 2 pL de cDNA 24.71
D Control negativo, agua No Cq
Simbolo | 50 nmol/pL de sonda (diluida 1:5) Ct (AR)
E 1 L dilucién 1:5 de cDNA 31.56
F 1 uL de cDNA 29.37
G 2 pL de cDNA 27.58
H Control negativo, agua No Cq
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Figura 7. Grafica de amplificacion del gen KCTD15 en células INS1 (832/13). A)
250 nmol/pL de sonda con 1 pL dilucién 1:5 de cDNA, B) 250 nmol/uL de sonda con
1 uL de cDNA, C) 250 nmol/uL de sonda con 2 uL de cDNA, D) Control negativo
con agua libre de RNAsas, E) 50 nmol/pL de sonda con 1 pL dilucién 1:5 de cDNA,
F) 50 nmol/uL de sonda con 1 uL de cDNA, G) 50 nmol/uL de sonda con 2 uL de
cDNA, H) Control negativo con agua libre de RNAsas.

Estos experimentos permitieron determinar las condiciones 6ptimas para los

ensayos posteriores, las cuales fueron: 50 nmol/uL de sonda (sonda diluida 1:5, 1

ML) y 1 pL cDNA concentrado.

7.3 Optimizacion de la concentracion de siRNAs y del tiempo de

transfeccion para el silenciamiento parcial de KCTD15

Tras confirmarse la expresion del gen KCTD15 en las células INS1 (832/13),

se optimizaron las condiciones para el silenciamiento parcial del gen, empleando
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diferentes cantidades del agente de transfeccion y variando la concentracion de
siRNA contra KCTD15 o control.

Las condiciones probadas fueron 1uL de agente de transfeccion con (a) 10
nM de siRNA KCTD15 (siK), (b) 20 nM de siK, (c) 40 nM de siK. (d) 2 uL de agente
de transfeccion con 10 nM de siK. (e) 1 uL de agente de transfeccion con 20 nM de
siRNA Control (siC). (f) Control del cultivo celular sin transfeccion. La transfeccion

se llevé a cabo por 72 horas.

Se observo que en ninguna de las diferentes condiciones de transfeccion se
modifico el fenotipo o morfologia de las células (Figura 8). Por otra parte, se empled
como control de células sin transfeccion, para visualizar los cambios en el fenotipo
y confluencia por el efecto de la transfeccién. No se encontraron cambios ni en el
fenotipo ni en la morfologia de las células a diferentes concentraciones del siK
(Figura 8).
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a)72horas 1 uyL AT
y 10 nM siK

b) 72 horas 1 yL AT
y 20 nM siK

c)72horas 1 yL AT
y 40 nM siK

d) 72 horas 2 uyL AT
y 10 nM siK

e )72 horas 1 uyL AT
y 20 nM siC

Figura 8. Fenotipo y morfologia de las células INS1 (832/13) después del

silenciamiento parcial de KCTD15, con diferentes concentraciones de siK, a

las 72 h post-transfeccion. Diferentes condiciones de concentracion de siK (a-c)

utilizando 1 pL de agente de transfeccion. a) 10 nM de siK. b) 20 nM de siK. c) 40

nM de siK. d) 2 yL de agente de transfeccion y 10 nM de siK. e) 1 uL de agente de

transfeccion y 20 nM de siC. f) Control del cultivo celular sin transfeccion.
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Se analizaron los niveles del transcrito de KCTD15 en las diferentes
condiciones de la optimizacién de la concentracion del siRNA para evaluar el grado
de silenciamiento (Figura 9). Se observé que al utilizar 1 yL del agente de
transfeccion y a las concentraciones de 10 y 20 nM del siK, el gen KCTD15 se
silencio en un 50%. Para la concentracion de 40 nM del siK, la expresion del gen se
suprimié en un 70%. Ademas, con 2 uL del agente de transfeccion y con 20 nM del
siRNA, no se observé silenciamiento; al contrario, aumentd la expresion del gen
(Figura 9). Por lo tanto, la condiciéon con que se logré suprimir el gen en mayor
medida fue 1 puL de agente de transfeccion y 40 nM de siK a las 72 horas post-
transfeccion.

En el experimento anterior, la transfeccion duré 72 horas, basados en
experimentos realizados en el laboratorio para otros genes. Sin embargo, era
necesario encontrar el tiempo 6ptimo post-transfeccion para poder suprimir al gen
KCTD15. Por lo que se realizaron transfecciones por 24, 48 y 72 horas.

En la Figura 10, se muestra la expresion relativa de KCTD15 comparado
contra el siC; donde a las 24 horas post-transfeccion, el transcrito se redujo en un
13%, a las 48 horas un 69% y a las 72 horas se redujo en un 87%. Por lo tanto, el
tiempo optimo de transfeccidn para lograr un mayor silenciamiento parcial del gen
KCTD15 fue de 72 horas.
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Figura 9. Porcentaje del
silenciamiento parcial de KCTD15 al
optimizar diferentes
concentraciones del siRNA a las 72
horas post-transfeccion de células
INS1 (832/13).
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Figura 10. Porcentaje del
silenciamiento parcial de KCTD15 a
las 24, 48 y 72 horas post-
transfeccion. Diferentes tiempos de
post-transfeccion empleando 40 nM
de siK o siC y 1 pyL de agente de
transfeccion. La expresion relativa se
midi6 a 24, 48 y 72 horas post-
transfeccion. El tratamiento 40 nM de
siC y 1 pyL de agente de transfeccién

se considero el 100 % de expresion.

AT, Agente de Transfeccion; siC, siRNA Control; siK, sSiRNA KCTD15.
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Por lo tanto, en todos los experimentos que se describiran a continuacioén, se
utilizaron las condiciones Optimas de transfeccion:1 yL de agente de transfeccion y
40 nM de siK o siC, durante 72 horas. Para la cuantificacion del transcrito por medio
de gPCR, las condiciones 6ptimas son: 50 nmol/pL de sonda y 5 ng/pL de cDNA.

Una vez optimizadas las condiciones, las células fueron transfectadas con
siC o siK'y después de 72 horas se verifico el silenciamiento parcial de KCTD15. La
Figura 11 muestra que se logré un silenciamiento parcial de KCTD15 del 60% con

respecto las células control (siC).
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Figura 11. Porcentaje de expresion relativa de KCTD15 a las 72 horas post-
transfeccion. Expresion relativa de KCTD15 en células transfectadas con siC o con
SiK. La expresion de KCTD15 se redujo en un 60% con respecto al control. T de
Student a dos colas, *** p = 0.0005, n = 3.

Para asegurarse de que el silenciamiento parcial de KCTD15 no influyera en
la proliferacion celular, se hizo el conteo del niumero de células. Se demostré que
no existia diferencia significativa en el numero de células entre las células control y

las células silenciadas de KCTD15 (Figura 12).
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Figura 12. Efecto del silenciamiento parcial de KCTD715 en el numero de
células INS1 (832/13). Conteo celular expresado en células por microlitro de células
a las 72 horas de transfeccién con 1 uL de AT y 40 mM siC o siK. No se encontrd
diferencia en el niumero de células entre los dos tratamientos. T de Student a dos
colas, p =0.2008, n = 3.

7.4 Expresion de KCTD15 en condiciones de baja y alta concentracion

de glucosa

Debido a que anteriormente se habia reportado que KCTD15 respondia a
dieta alta en grasas y a condiciones de ayuno, se estudio si este gen pudiera ser
regulado también por glucosa. Para ello, se estimularon las células con 3 diferentes
concentraciones de glucosa: 0, 3 y 15 mM de D-glucosa.

En las células control se observd que la expresion de KCTD15 aumentdé
conforme se incrementd la concentracién de glucosa, siendo de 100%, 222.2% y
260.5% la expresion, bajo los diferentes estimulos con D-glucosa (0, 3 y 15 mM).
Para las células silenciadas parcialmente de KCTD15, la estimulacion de glucosa
no generod ningun cambio significativo en la expresion de este gen, siendo de 61%,
53% y 46% tras estimular con D-glucosa (0, 3y 15 mM) (Figura 13).

Por lo tanto, el gen KCTD15 se expresa en las células INS1 (832/13) y esta
expresion se modifica al estimular las células con diferentes concentraciones de D-
glucosa por 1 hora. Ademas, se pudo silenciar parcialmente a las 72 horas post-

transfeccion parcial.
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Figura 13. Porcentaje de expresion relativa de KCTD15 en presencia de
estimulos de D-glucosa. Células transfectadas con siC o siK y estimuladas por
una hora con diferentes concentraciones de D-glucosa (0, 3 y 15 mM). Prueba de
ANOVA de dos vias, 95% CI Bonferroni, *** p: 0.0002, **** p < 0.0001, n = 3.

7.5 Efecto del silenciamiento parcial de KCTD15 sobre la secrecién de
insulina en células INS1 (832/13)

Como se mencioné anteriormente, la funcion de KCTD15 es aun
desconocida. Se ha propuesto que KCTD15 pudiera ser un canal de potasio o bien
un factor transcripcional. Como canal de potasio, KCTD15 podria influir en la
despolarizacion de membrana y, por ende, en la secrecion de insulina; o bien, como
un factor transcripcional que module la expresion de genes involucrados en la
secrecion de insulina. Nosotros estamos interesados en ver si KCTD15 esta
involucrado en la secrecidén de insulina y de ser asi, investigar en un futuro, si
participa mediante alguna de estas dos funciones.

Al observar que la estimulaciéon con diferentes concentraciones de glucosa
provoca cambios en la expresion de KCTD15 y que, al silenciarlo parcialmente, no
se modificé en gran medida su expresion, se quiso estudiar si estos cambios de

expresion se reflejaban en la secrecién de insulina.
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Se midié la concentracion de insulina en 3 experimentos con células
transfectadas con siC o siK a las 72 horas post-transfeccion y estimuladas durante
1 hora con dos concentraciones (3 y 15 mM) de D-glucosa.

En las células control se obtuvo una concentracion de insulina secretada de
2.57 y 7.43 pM, tras estimular con 3 y 15 mM de D-glucosa, respectivamente. Esto
representa un aumento 2.9 veces en la secrecion de insulina entre las dos diferentes
concentraciones, tal como se esperaba (Figura 14). Mientras que en las células
silenciadas parcialmente de KCTD15 se obtuvo 2.23 y 5.99 pM de insulina
secretada bajo estimulacién con D-glucosa a 3 y 15 mM, respectivamente (Figura
14). En las células control, se observé una diferencia significativa entre 3 y 15 mM
de glucosa. En las células parcialmente silenciadas de KCTD15, se observé la
misma tendencia que las células control, sin alcanzar la significancia. Sin embargo,
no se observé una diferencia significativa de la secrecion de la insulina entre las
células controles y las parcialmente silenciadas de KCTD15 en las dos
concentraciones de glucosa.

Por lo tanto, esto apoya que KCTD15 no esta implicado en la secrecion de

insulina.
15+
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Figura 14. Efecto del silenciamiento parcial de KCTD15 en la secrecion de
insulina en las células INS1 (832/13). Células transfectadas con siC o siK'y
estimuladas por una hora con diferentes concentraciones de D-glucosa (3 y 15 mM).

Concentracion de insulina, expresada en picomol (pM), empleando siC o siK. T de
Student a dos colas, ** p <0.0100, n = 3.
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8. Discusion

Un reto importante acerca del gen KCTD15 es que aun se desconoce su
funcién (Teng et al., 2019) y su implicacién en la asociacion con la obesidad. Por
ello, se busco el gen KCTD15 en células derivadas de un 6rgano relacionado con la
regulacion energética, como lo es el pancreas y su relacion con la secrecion de
insulina (Han et al., 2018).

Anteriormente, no se habia reportado su expresion en pancreas, por lo que
nuestro primer objetivo era ver si KCTD 15 se expresaba en las células derivadas de
pancreas de rata INS1 (832/13). Se observoé que el transcrito de KCTD15 se
encuentra presente en las células INS1 (832/13). Esto sugiere que el gen KCTD15
se expresa en el pancreas de rata. Ademas, en humanos se habia visto que
KCTD15 se expresaba en varios organos relacionados con la homeostasis
energética y de la glucosa (Willer et al., 2009), como lo es el pancreas.

Posteriormente, se optimizaron los ensayos de transfeccién, los cuales son
una herramienta molecular que nos ayuda a silenciar el gen, para poder conocer asi
su funcién, comparandolo contra las células control. El gen KCTD15 se logrd
silenciar parcialmente, resultando en una expresion restante del 39.74% (Figura 11).
Esto no tuvo repercusion en el numero de células (Figura 11), por lo que podemos
suponer que no afecta la proliferaciéon celular. Anteriormente en nuestro laboratorio,
se habia observado que empleando el mismo modelo celular y silenciando al gen
ETVS, disminuye el numero de células, debido a una menor proliferacion (Diaz-
Lépez, 2019). Sin embargo, KCTD15 no afecto el numero de células.

Sabiendo que KCTD15 se expresa en las células INS1 (832/13) (Figura 7) y
que es posible silenciarlo (Figura 11), la siguiente pregunta fue si este gen era
regulado por glucosa. Resulta de especial interés que la expresion relativa de
KCTD15 aumenta cuando se estimula con D-glucosa (Figura 13). Este
comportamiento se asemeja al observado anteriormente en el hipotalamo de rata,
donde en un estado postprandial, el transcrito de KCTD 15 es mayor comparado con

un estado de ayuno (Figura 4b) (Gutierrez-Aguilar et al., 2012). Por lo tanto,
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KCTD15 podria tener una implicacion con el balance energético, tanto en

hipotalamo como en pancreas.

En un estado de ayuno, la expresiéon de KCTD15 se ve disminuida (Figura
4b), al igual que el transcrito de POMC, en el hipotalamo de ratas que se
encontraban en ayuno (Gutierrez-Aguilar et al., 2012). Las neuronas POMC se han
relacionado con la supresiéon del apetito e incremento del gasto energético, y su
transcrito sufre cambios dependiendo del estado energético (Dodd et al., 2018;
Parton et al., 2007; Varela & Horvath, 2012).

POMC es considerado un gen que provoca obesidad monogénica, debido a
su importante funcién anorexigénica (O’Rahilly, Farooqi, Yeo, & Challis, 2003). Por
lo tanto, esto hace pensar que KCTD15 pudiera tener un efecto en la regulacion de
la balanza energética. Ademas, se ha reportado que el gen homdlogo de KCTD15
en Drosophila y ratdon regulan la ingesta de alimento (Williams et al., 2014).

Asimismo, se ha planteado que las neuronas POMC juegan un papel de
regulacion en el pancreas. Estas neuronas estan involucradas en respuestas de
activacién, que derivan en la percepcion de glucosa y la adaptacion fisioldgica a la
secrecion de insulina en pancreas (Ramirez et al., 2017). Esto quiere decir que, si
la actividad de las neuronas POMC se ve afectada, la secrecion de insulina se ve
alterada en las células beta pancreaticas. Por lo cual, KCTD 15 también podria verse
involucrado con la secrecion de insulina.

Ademas, se ha reportado que KCTD15 disminuye significativamente su
expresion en una dieta alta en grasas en higado, tejido adiposo, cerebro e
hipotalamo (Yoganathan et al., 2012), y se ha atribuido que una alta ingesta en
grasas ocasiona perturbaciones en la regulacion del balance de energia
(Pagliassotti, Gayles, & Hill, 1997).

Debido a los cambios de expresion en diversos tejidos, es imperante la
necesidad de conocer el papel fisiolégico de KCTD15 en cada uno de ellos para
determinar de manera clara la participacion de este gen en la homeostasis
energética y de la glucosa. Previamente, se ha reportado una asociacion entre

KCTD15 y la resistencia a la insulina en poblacion europea (Robiou-du-Pont et al.,
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2013), asi como su asociacion a un riesgo de resistencia a insulina en nifos chinos
(Xi et al., 2014), por lo que quisimos ver si este gen podria modificar la secrecién de
insulina como un mecanismo compensatorio.

Se ha propuesto que KCTD15 puede ser un canal de potasio que estuviera
involucrado en la secrecidon de insulina. Anteriormente se habia reportado que al
silenciar al gen del canal de potasio dependiente de voltaje, Kv2.1, en islotes de
rata, la secrecion de insulina se ve disminuida (Greitzer-Antes et al., 2018). Otro
estudio reportd que en ratones transgénicos, al mutar la subunidad de Kir6.2 de los
canales Karp, la insulina sérica fue menor respecto a la insulina sérica en ratones
no mutados (Koster, Permutt, & Nichols, 2005), lo cual implica una disminucion en
la secrecidon pancreatica de insulina.

Nuestros resultados muestran que KCTD15 parcialmente silenciado, no esta
implicado en la secrecion de insulina (Figura 14), ya que la insulina secretada a 3 y
15 mM de glucosa fue similar en presencia o ausencia de KCTD15. Por lo tanto, lo
anterior sugiere que KCTD15 no es un canal de potasio. Esto se debe a que los
canales de potasio conocidos e involucrados en la secrecion de insulina, disminuyen
la secrecion de insulina al estar ausentes.

En este proyecto se estudio la implicacion de KCTD15 en la secrecién de la
insulina y no su actividad como canal de potasio. Sin embargo, para determinar si
KCTD15 tiene funcién como canal de potasio, es necesario llevar a cabo ensayos
de electrofisiologia para comprobar dicha funcion. Por otra parte, los andlisis
estructurales de la proteina sugieren que pudiera ser regulador de un canal de

potasio como Kv1.2, lo cual se debera comprobar en un futuro.

Por otro lado, existe evidencia de que KCTD15 pueda ser un factor
transcripcional. La proteina KCTD15 es secuencialmente muy parecida a la proteina
KCTD1, en un 79% (Pirone et al., 2019). Se ha reportado que KCTD1 es un factor
transcripcional, el cual promueve la adipogénesis mediante la remocién de AP-2a
del nucleo de preadipocitos (Pirone et al., 2019). Ademas, se sabe que KCTD15
reprime a la proteina del gen TFAP2A (Chambers, Clark, Gatz, & Wingert, 2020), y

que muestra inhibicion de proteinas dentro de la via AP-2a (Zarelli & Dawid, 2013),

38



por lo que se requieren mas estudios para determinar el mecanismo de KCTD15
como factor transcripcional.

Se ha reportado que KCTD1 tiene expresion en algunos tejidos humanos
donde también se expresa KCTD15, tales como el cerebro, adipocitos y pancreas,
aunque el nivel de expresion de ambos genes en los tejidos es distinto (Base de
datos BioProject NCBI, BioSample). Ademas, ambas proteinas interactuan con AP-
2a, molécula involucrada en procesos del desarrollo embrionario en mamiferos y
diferenciacion celular.

Sin embargo, KCTD1 no ha sido asociado a la obesidad, pese a la similitud
entre las secuencias de su proteina con la proteina del gen KCTD15. Hasta el
momento no se sabe si ambas proteinas intervienen en los mismos procesos
moleculares, ni tampoco si la ausencia de KCTD15 pueda ser compensada por

KCTD1. Por lo que esto abre varias posibilidades de investigacion.

En este proyecto, se buscaba ver si KCTD15 podia regular la secrecion de
insulina, para posteriormente investigar si lo hacia por su funcion como canal de
potasio o factor transcripcional. Sin embargo, al no modificar la secrecion de
insulina, no se continud con el estudio de su funcion en las células INS1 (832/13).

Finalmente, la expresion de KCTD15 aumenta por la presencia de glucosa
en las células INS1 (832/13) y disminuye en una dieta alta en grasas en el
hipotalamo de las ratas (Gutierrez-Aguilar et al., 2012). Esto confirma que este gen
esta implicado en la homeostasis energética. Sin embargo, pudimos comprobar que

no regula la secrecion de insulina.
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9. Conclusion

KCTD15 responde a estimulos de glucosa, pero no esta implicado en la

secrecion de insulina estimulada por glucosa en las células INS1 (832/13).

10. Perspectivas

Estudiar si KCTD15 responde a la glucosa en cultivo celular hipotalamico

(IVB), tal como se ha visto en cultivo celular pancreatico.
Para conocer si KCTD15 pudiera actuar como canal de potasio, es necesario
realizar pruebas de electrofisiologia tanto en el cultivo celular pancreatico (INS1

832/13) y en cultivo celular hipotalamico (IVB).

Se requiere investigacion sobre el papel de KCTD15 en hipotalamo y tejido

adiposo, para establecer una relacion entre el balance energético y la obesidad.
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