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RESUMEN

El estrés oxidativo es un estado de la célula en el cual se encuentra alterada la oxido-
reduccion intracelular, es decir, el balance entre prooxidantes y antioxidantes. Este
desbalance se da a causa de una excesiva produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) y por deficiencia en los mecanismos
antioxidantes, lo que conducen a dafo celular. Las células de mamiferos han
desarrollado sistemas de proteccion para minimizar el dafio resultante de la
biotransformacion de productos oxidativos normales del metabolismo celular a través
de enzimas antioxidantes como la catalasa, la superéxido dismutasa y la glutation
peroxidasa. Entre otros factores que participan modificando la respuesta al estrés
oxidativo, ya sea induciendo la expresion de ciertos genes protectores o
incrementando la expresion de enzimas antioxidantes, se encuentran los esteroides
sexuales. El presente estudio tuvo como objetivo estudiar el efecto de la testosterona
sobre la expresion de las enzimas catalasa (CAT) y manganeso superoxido dismutasa
(Mn-SOD) en islotes pancreaticos de rata con dafio temprano por estreptozotocina
(STZ). Ratas macho de la cepa Wistar se inyectaron con una dosis Unica de STZ 60
mg/kg de peso y posteriormente se realizé la extraccion de islotes pancreaticos a
varios tiempos después de la inyeccion. Ademas, se trabajé con un modelo in vitro se
obtuvieron islotes pancreaticos de ratas macho de la misma cepa por el método de
digestion con colagenaza y una vez obtenidos los islotes se realizaron los siguientes
tratamientos; control (C) a los que se les administr6 el vehiculo, testosterona + STZ
(T+STZ), testosterona (T), estreptozotocina (STZ), utilizando tres diferentes
concentraciones de testosterona. Posteriormente se analizd la expresiéon de las
enzimas por la técnica de RT-PCR (Retrotranscripcién-Reaccion en cadena de la
Polimerasa). Ademas se cuantificd la secrecion de insulina liberada al medio durante
los tratamientos por el método de RIA (radioinmunoanalisis). Se encontré que la

testosterona tiene un efecto positivo en la expresion de la enzima Mn-SOD, efecto que



depende de la concentracion de testosterona, asi mismo se observd, que la sobre-
expresion de esta enzima puede proteger a los islotes pancreaticos del estrés
oxidativo, previniendo la apoptosis inducida por la administracion de STZ. La enzima
catalasa no presenta cambios en su expresion a diferentes concentraciones de
testosterona. En cuanto a la secrecion de insulina no se observaron diferencias
significativas con las distintas concentraciones de testosterona empleadas. En
conclusion, la testosterona incrementa la expresion de la enzima Mn-SOD y esta a su
vez ayuda a proteger a los islotes pancreaticos de rata del estrés oxidativo producido
por la STZ. Por otro lado la expresion de la enzima catalasa no se modificé por efecto

de este andrégeno.



INTRODUCCION.

Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es un estado de la célula en el cual se encuentra alterada la oxido-
reduccion intracelular, es decir el balance entre prooxidantes y antioxidantes. Este
desbalance se da, a causa de una excesiva produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) y/o por deficiencia en los mecanismos

antioxidantes, lo que conduce a dafo celular (Gutteridge y Halliwell, 1999).

Especies reactivas de Oxigeno

El oxigeno es necesario para la vida, pero en determinadas condiciones ya sea por
reacciones de naturaleza quimica, por accion enzimatica, por efecto de las radiaciones
ionizantes o por otras causas, pueden producirse una serie de ROS, capaces de
reaccionar con otros compuestos presentes en el organismo y, consecuentemente,
llegar a producir un dafo celular. Un radical libre (RL) es aquella estructura quimica,
cargada o no, que tiene en su estructura al menos un electrén desapareado en su
ultima orbita. Los RL tienen una vida media muy corta, debido a que son muy
inestables y tienden a aparearse robando electrones de las biomoléculas de la célula.

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) se pueden generar a nivel intra o extra
celular. Las fuentes de ROS intracelulares son el transporte de electrones
mitocondrial, las reacciones del complejo citocromo P450, (metabolismo de
xenobidticos), el metabolismo de acidos grasos en los peroxisomas, la NADPH
oxidasa de membrana (especialmente en células inflamatorias), los subproductos de
reacciones enzimaticas (xantina oxidasa) y las células fagociticas. Las fuentes de
radicales libres extracelulares son el humo del cigarro, la luz solar, la oxidacién de
drogas, las radiaciones ionizante, el shock térmico y las sustancias ciclicas de

naturaleza redox entre otros (Gamaley, 1999).



Las especies reactivas de oxigeno mas importantes son:
% Anidén superoxido -0,
+ Peroxido de hidrogeno H,0,
% Radicales hidroxilo *OH

% oxigeno singulete (simple) 'O,

Especies reactivas de oxigeno como segundos mensajeros

Los ROS no son sélo producidos como agentes citotoxicos por células especializadas
en condiciones patoldgicas, sino también se generan en cada tipo celular como
subproductos de las reacciones de transferencia electrénica. La mitocondria es la
fuente principal de formacion del radical superéxido, que se difunde rapidamente por
la célula hasta que encuentra una reaccion apropiada. Este radical se origina por
transferencia de un electron al oxigeno molecular. Para la eliminacion rapida del
superoxido, la mitocondria contiene su propia superéxido dismutasa, sistema

enzimatico inducible, dependiente de manganeso (Cascales, 1999).

Diversos tipos de ROS, como peroxido de hidrégeno (H.O.), radical hidroxilo (¢OH) y
oxigeno singulete ('0,), pueden reaccionar entre ellos en presencia de metales como
el cobre o el hierro y también dar lugar a productos reactivos secundarios como

peroéxidos lipidicos e hipoclorito (Cascales, 1999).

Todas las células aerobias producen constitutivamente radicales de oxigeno, y
pequenas cantidades de estos radicales se liberan por varios tipos celulares cuando
son estimulados por el factor de necrosis tumoral (TNF por sus siglas en inglés) la
interleucina 1 (IL-1) y los ésteres del forbol. Todos ellos activan una forma
citoplasmatica del factor de transcripcion NFkB que resulta al eliminar una subunidad

proteica inhibidora. Esta activacion se inhibe por agentes que eliminan radicales de



oxigeno y puede recuperarse mediante exposicion a un estrés oxidativo débil. Cada
tipo celular genera especies reactivas de oxigeno de forma constitutiva, que en
determinados casos, pueden producirse en cantidad suficiente como para llegar a ser
téxicas.

El TNF puede inducir la sintesis de otras citocinas en linfocitos T y en macréfagos,
activando los genes respectivos. Sin embargo, es citotdxica sobre otras lineas
celulares no linfoides. Esta citotoxicidad depende, al menos en parte, de las ROS
porque la sobre-expresion de la superédxido dismutasa (SOD) y la disminucién de la
presién parcial de oxigeno protegen a estas células de los efectos citotoxicos del TNF.
La union del TNF a su receptor, asi como también del forbol 12-miristato 13-acetato
(PMA) y la IL1 inducen la sintesis de especies reactivas de oxigeno, lo cual demuestra
que la concentracién intracelular de estas especies se eleva durante la estimulacion
fisiologica de las células por las citocinas. Los radicales de oxigeno nos llevan a
considerarlos como segundos mensajeros ya que su concentracién se eleva por
accion de un ligando extracelular y existe una reaccion intracelular de transducciéon de
sefales que es provocada especificamente por los radicales de oxigeno. La forma
citoplasmatica del factor de transcripcion inducible, el NFKB, es un objetivo fisioldgico

importante para las ROS (Cascales, 1999).

Efectos del estrés oxidativo

Cuando las especies reactivas oxidantes superan las defensas antioxidantes se
produce el estrés oxidativo, y ocurre el dafio a macromoléculas. El posible destino
celular bajo condiciones de estrés dependera de varios factores como el contenido
endogeno de defensas antioxidantes, el grado de estimulacion de las mismas bajo la
condicion de estrés, la reversibilidad de las modificaciones a macromoléculas

producidas, la magnitud del estrés oxidativo, etc.



Los compuestos celulares mas sensibles a los efectos de estos oxidantes son:
e Las proteinas
e Los lipidos insaturados
e Los acidos nucleicos

e Los carbohidratos

Proteinas. Las proteinas, son modificadas de diferentes formas por las ROS. Estas
pueden reaccionar directamente con el ligando metalico de muchas metaloproteinas.
Se ha comprobado que el hierro de la hemoglobina puede reaccionar con el radical
superoxido o el peroxido de hidrogeno para formar metahemoglobina. Otra importante
hemoproteina citoplasmatica, la catalasa, es inhibida por el O, , que se convierte en
sus formas inactivas ferroxi y ferrilo. Por ultimo, el peroxido de hidrégeno, también
puede reducir el Cu?** de la SOD Cu/Zn a Cu', reaccionando después con él y
generando un radical hidroxilo. A su vez este radical hidroxilo, ataca un residuo
adyacente de histidina del centro activo del enzima, necesario para la actividad

catalitica (Gamaley, 1999).

Debido a la reactividad de los radicales libres con las moléculas insaturadas o que
contienen azufre, las proteinas con proporciones elevadas de Trp, Tyr, Phe, His, Met y
Cys pueden sufrir modificaciones de aminoacidos mediadas por radicales libres. En
este sentido se ha observado que enzimas tales como la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa o la superéxido dismutasa, que dependen de estos aminoacidos para
su actividad, se inhiben en presencia de radicales libres. Las reacciones de los
radicales libres con estos aminoacidos dan lugar también a alteraciones estructurales
en las proteinas provocando entrecruzamientos y fendmenos de agregacion, que se
ven favorecidos por la formaciéon de puentes disulfuro intra e intermoleculares

(Gamaley, 1999).



Lipidos. Los radicales libres hidroxilo e hidroperoxilo pueden reaccionar con los acidos
grasos poliinsaturados de los fosfolipidos y de otros componentes lipidicos de las
membranas para formar hidroperoxidos que pueden alterar la estructura y funcion de
las membranas. Los acidos grasos de las membranas celulares son muy vulnerables a
los ataques oxidativos por las ROS, puesto que contienen grupos metileno separados

por dobles enlaces y los ROS debilitan el enlace C-H.

Acidos nucléicos. Los acidos nucléicos también pueden ser atacados por los radicales
libres. La citotoxicidad de estas especies quimicas, en gran parte, es una
consecuencia de las aberraciones cromosémicas producidas por las modificaciones
quimicas que sufren las bases y los azucares del DNA al reaccionar con los radicales
libres, especialmente con el radical hidroxilo, con consecuencias similares a las de los
agentes carcindgenos. Las modificaciones quimicas de los nucleétidos provocan, en
muchos casos, la ruptura de las hebras del DNA. Si el dafio que se origina es tan
grande que no puede ser reparado, se produce una o varias mutaciones y la célula

entra en apoptosis.

Carbohidratos. Los carbohidratos son dafiados por los radicales libres en menor
proporcion que otras moléculas. Azucares tales como glucosa, manitol o ciertos
desoxiazucares pueden reaccionar con el radical hidroxilo para producir sustancias
reactivas. Asimismo, los polisacaridos pueden sufrir el ataque de los radicales libres,
en este caso, fragmentandose a unidades mas sencillas (despolimerizacion del acido

hialuronico) (Gamaley, 1999).



Mecanismos de defensa contra el estrés oxidativo

Las células de mamiferos han desarrollado sistemas de proteccidén para minimizar el
dano resultante de la biotransformacion de xenobioticos y productos oxidativos
normales del metabolismo celular. Existen al menos cuatro mecanismos que
contribuyen a aminorar los efectos perjudiciales de estos oxidantes en la célula. Los

tres primeros son enzimaticos y se describen a continuacion.

Caracteristicas de las enzimas antioxidantes

Los antioxidantes son un grupo de vitaminas, minerales y enzimas que protegen al
cuerpo de la formacioén de radicales libres, principalmente tres enzimas los neutralizan

en el organismo naturalmente y se describen a continuacion.

Catalasa (CAT). Tiene una amplia distribucion en el organismo, y se encuentra en una
alta concentracién en el higado y rindn, una concentracion baja en tejido conectivo,
epitelios e islotes pancreaticos, y practicamente nula en tejido nervioso. Se localiza a
nivel celular en: mitocondrias, peroxisomas, citosol (eritrocitos); presenta dos
funciones: catalitica y peroxidativa, y forma parte del sistema antioxidante CAT/SOD

que actua en presencia de altas concentraciones de peroxido de hidrégeno.

Superéxido dismutasa (SOD). Su distribucion es amplia en el organismo, esta
formada por un grupo de enzimas metaloides: Cu-SOD y Zn-SOD: contienen cobre y
zinc en su sitio activo y se encuentran en el citosol y en el espacio inter-membranoso
mitocondrial, Mn-SOD: contiene manganeso y se localiza en la matriz mitocondrial.
Estas enzimas dismutan el oxigeno para formar peroxido de hidrégeno y su principal

funcién es la proteccion contra el aniéon superéxido (Venereo, 2002).



Glutation peroxidasa (GPx). Es una enzima selenio dependiente, cataliza la reduccion
de peroxido de hidrogeno a lipoperoxido (L-OOH), usa como agente reductor el
glutation reducido (GSH) y se localiza en: citosol (eritrocitos), lisosomas (neutroéfilos,
macroéfagos y otras células del sistema inmune). Existen tres formas de GPx: GPx-c o
forma celular: tiene mayor afinidad por el peréxido de hidrégeno que por el
lipoperéxido; GPx-p o forma extracelular: presenta afinidad semejante para ambos

sustratos; GPx-PH tiene afinidad especifica para los lipoperoxidos.

El cuarto mecanismo antioxidante no es enzimatico y proviene de diversos
compuestos naturales que tienen la capacidad de reaccionar con los radicales libres
sin generar nuevos radicales. Algunos ejemplos son el a tocoferol (vitamina E), el
acido ascorbico (vitamina C), selenio, el B-caroteno (vitamina A) y la ubiquinona

(Coenzima Q 10) (Venereo 2002).

Las Hormonas Esteroides

Existen otros factores que participan modificando la respuesta al estrés oxidativo, ya
sea induciendo la expresion de ciertos genes protectores o incrementando la

expresion de enzimas antioxidantes, tal es el caso de las hormonas esteroides.

Las hormonas esteroides se sintetizan a partir del colesterol en glandulas endocrinas
especializadas como la corteza de las glandulas suprarrenales, el ovario y el testiculo.
Sus efectos sobre sus 6rganos blanco van desde la participacién en la regulacion del
desarrollo, la diferenciacion celular y la respuesta fisiolégica a diversos estimulos. Para
producir estos efectos las hormonas esteroides penetran a la célula por difusion

pasiva, dentro de ella son reconocidas por proteinas receptoras citoplasmicas o



nucleares especificas. Los receptores a hormonas esteroides pertenecen a una
superfamilia de factores de transcripcion inducibles por su ligando, comprenden
receptores para acido retinéico, hormonas tiroideas y varios genes para los que su
ligando fisiolégico no es conocido aun. Estos receptores estan organizados
estructuralmente en diferentes regiones o dominios. Contienen una region amino-
terminal () que participa en la regulacion de la transcripcion; un dominio de unién al
DNA (Il) de 66 a 68 aminoacidos, una regién bisagra (lll) y un dominio de unién a la
hormona (IV). El dominio de unién al DNA (Il y lll) es una region altamente conservada
entre los miembros de esta familia. Este dominio tiene 2 regiones Cl y ClI parecidas a
dedos de zinc, dichas estructuras se doblan para formar una sola regién que asemeja
a la conformacién de las proteinas hélice-giro-hélice que constituyen factores
transcripcionales. La region carboxilo terminal comprende aproximadamente 250aa vy
corresponde al dominio de unién a la hormona (IV). Dentro de esta regién se han
identificado sub-regiones especificas responsables de la actividad transcripcional o
TAF (por sus siglas en inglés transcriptional activating function), estas regiones son
muy parecidas a los dominios acidicos de activacion de ciertos factores de
transcripcion. La region lll, situada entre las regiones de union al DNA y de union a la
hormona, es rica en aminoacidos basicos y aunque no es un dominio altamente
conservado, es similar a la secuencia de translocacién nuclear del antigeno T del virus

SV40 (Landers y Spelberg, 1992).

El mecanismo por el cual los esteroides regulan la expresion de genes responsivos, se
presenta después de la union de la hormona a su receptor especifico, esta union
resulta en un cambio conformacional del receptor, que aumenta su afinidad por el
DNA. ElI complejo hormona-receptor se une en forma de dimero (homodimero u
heterodimero) a una secuencia de reconocimiento en la proximidad del gen regulado,

dichas secuencias son los elementos de respuesta a hormonas (ERH) en donde se



puede activar o reprimir la transcripcién (Yamamoto, 1988; Beato, 1988; Schmitd et al.

1989, Carson-Jurica et al.1990, Landers y Spelberg, 1992).

Con relacion al papel de las hormonas esteroides en el estrés oxidativo, el grupo de
Acevedo (2001) encontré que la actividad de la enzima glutation peroxidasa en
macrofagos no muestra diferencias entre ratas machos y hembras, sin embargo la
actividad de la SOD y CAT es marcadamente superior en hembras que en machos
siendo esta de 180 y 86 % respectivamente. La castracion en machos no modifica
significativamente la actividad enzimatica antioxidante, en hembras la ovariectomia no
afectd la expresion de SOD y GSH-Px, sin embargo la actividad de la CAT se redujo
marcadamente en un 48 %, al suplementar a los sujetos con estrégenos, la actividad
enzimatica de la CAT regreso6 a los niveles iniciales ya que el estradiol es un potente

regulador de esta enzima.

Tam (2003) indujo estrés oxidativo en el epitelio acinar de la préstata ventral de rata
mediante la castracion y utilizando la técnica de RT-PCR en tiempo real, encontré que
la enzima Mn-SOD se reduce relativamente después de la castracion y al suplementar
a los animales castrados con testosterona, los niveles de la enzima se normalizan, por
lo que concluyen que la Mn-SOD esta regulada directamente por andrégenos en la
prostata ventral de la rata, mientras que la SOD citosdlica no se modificé por efecto de
la castracion ni de la testosterona. Por otro lado la CAT fue insensible a la castracion,
sin embargo al sustituir exbgenamente a las ratas con testosterona esta enzima se

sobre expresa ~220% comparada con el control.



El pancreas

El pancreas es una glandula de secreciéon mixta con funciones exocrinas y endocrinas;
la secrecion exocrina es el jugo pancreatico rico en enzimas digestivas que pasan al
duodeno a través de los conductos pancreaticos. Las funciones endocrinas se llevan a
cabo por los islotes de Langerhans que segregan distintas hormonas y varios péptidos
reguladores. Se conocen cuatro tipos celulares; las células 3, a, & y PP productoras de
insulina, glucagon, somatostatina y polipéptido pancreatico respectivamente

(Tresguerres, 1992).

La insulina estimula los procesos anabdlicos e inhibe los catabdlicos, asi mismo
favorece la sintesis del glucégeno e interviene en el crecimiento celular inhibiendo la
protedlisis. El glucagon estimula los procesos catabdlicos e inhibe los procesos
anabdlicos, por otra parte la somatostatina actia como un regulador paracrino y/o un
inhibidor de la secrecidon de diferentes hormonas. El polipéptido pancreatico es

secretado por la estimulacion de ingestion de proteinas (Tresguerres, 1992).

Efecto de las hormonas esteroides en el Pancreas

Las hormonas esteroides regulan algunas de las actividades secretoras del pancreas.
Con respecto a la funcion exocrina, se ha demostrado que en el modelo de ratas
gonadectomizadas, hay una disminucién en los granulos de zimégeno y por ende una

marcada disminucion en la secreciéon pancreatica.

En cuanto a la funcion endocrina, la progesterona estimula la proliferacién de las
células a y B e induce la secrecion de insulina. Los efectos de los andrégenos en la

funcién endocrina también han sido estudiados en su relacion con la sintesis y



liberacion de la insulina. En modelos experimentales de ratas macho
gonadectomizadas (para suprimir la produccion enddgena de testosterona) y en
animales gonadectomizados y sustituidos con dosis farmacolégicas del andrégeno, se
ha demostrado que la testosterona regula positivamente la expresion del gene de la

insulina y que existe un efecto trofico sobre las células pancreaticas (Morales, 2007).

Morimoto et al. (2005) reportaron el efecto de protector de la testosterona en las
células B del pancreas en ratas tratadas con estreptozotocina (STZ), un agente
diabetégeno. Se demostré que la apoptosis de las células [ se incrementaba
significativamente en las ratas castradas con respecto a las intactas vy el efecto se
revertia cuando se suplementaba a las ratas castradas con una dosis farmacoldgica

de testosterona.

Estudios funcionales sugieren que los esteroides sexuales pueden influenciar
directamente y/o indirectamente en la funcidon de los islotes en animales normales. Se
ha encontrado que los esteroides actuan directamente en las células  a través de
receptores especificos. Se ha encontrado un efecto opuesto entre andrdégenos y
estrogenos en la sensibilidad de las células B a la accion de la insulina, ya que los
androgenos la disminuyen mientras que los estrogenos la incrementan (Rosmalen et

al. 2001).

Estudios recientes realizados en ratones transgénicos han demostrado efecto
protector de estradiol sobre las células 3 pancreaticas, previniendo la diabetes (Le

May et al. 2006).



Estrés oxidativo en el Islote

El islote pancreatico posee una baja defensa antioxidante, por esta razén es muy
susceptible al dafio por sustancias téxicas, debido a que la expresién de enzimas
antioxidantes como SOD, CAT, Y GPx, es baja en células de islotes en comparacion

con otros tejidos (Kaneto, 1999; Srinivasan, 2003).

Las ROS juegan un papel importante en la patogénesis y desarrollo de complicaciones
de la diabetes. Las ROS son producidas principalmente por la reaccién de la glicacion
la cual ocurre en varios tejidos incluyendo a las células [ bajo las condiciones del

paciente diabético.

Estudios recientes han mostrado que la apoptosis de las células beta vy la
transcripcion del gen de insulina son reducidos por la glicacion mediante las ROS.

El tratamiento con enzimas antioxidantes suprime la apoptosis y conserva la funcion
de las células B como fue demostrado en ratones diabéticos (Tiedge, 1998; Kaneto et

al. 1999; Srinivasan, 2003; Friesen, 2004).

La estreptozotocina (STZ) es un agente diabetégeno que produce radicales libres y
(ON) oxido nitrico durante su metabolismo, el ON es producido por la oxidacion de L-
arginina y L- citrulina, el exceso de ON produce inhibicion del metabolismo
mitocondrial, modificacion de la proteinas y del DNA, que podria conducir al dafio en la
secrecion de insulina y a la apoptosis de las células B. La induccién del ON es
regulada por un factor de trascripcién que se une a sitios especificos en el promotor
del gen de la 6xido nitrico sintasa (ONS) (Kang-Beom et al. 2006). Sin embargo los
resultados de varios experimentos proporcionan la evidencia que el ON no es la Unica

molécula responsable del efecto citotoxico de la STZ. Se ha encontrado que la STZ



genera especies reactivas de oxigeno que también contribuyen a la fragmentacion del

DNA y evocan otros cambios deletéreos en las células (Szkudelski, 2001).

Nobuyuki et al. (1991) en estudios in vivo e in vitro con islotes pancreaticos de rata,
demostraron que la STZ estimula la generacion de H, O, induciendo la fragmentacion
del DNA vy la destruccion de las células (. A una dosis de 1 mM de STZ, el DNA se
fragmento completamente. Ademas se report6é que la accion de la STZ en las células 3
es acompafnada por la alteraciéon de insulina en la sangre y en la concentracion de
glucosa. El mecanismo por el cual se propone que la STZ induce la muerte de las

células B fue por alquilacion del ADN (Szkudelski, 2001).

Laybutt et al. (2002),realizaron un estudio del incremento en la expresion de genes
antioxidantes y antiapoptoticos que puedan contribuir a la supervivencia de las células
B del pancreas, durante la hiperglicemia cronica, reportando que conforme se
incrementan los niveles de hiperglicemia cronica, se aumenta progresivamente la
expresion de algunas enzimas como el hemo oxigenasa-1, glutation peroxidasa,

superoxido dismutasa y genes antiapoptoticos como son el gen A20 y BCL-2.

Hainan et al. (2005) trabajando con ratones transgénicos que sobre expresan CAT o
Mn-SOD, demostraron que al sobre expresarse cada una de las dos enzimas por
separado, retarda significativamente el desarrollo de la diabetes inducida por STZ y al

sobre expresarse las dos enzimas juntas, la proteccion se incrementa al doble.

Tiedge (1998) encontré que la sobre expresion de catalasa y glutation peroxidasa en
combinacion, protegen a las células del estrés oxidativo en una linea celular

productora de insulina sometida a diferentes ROS.



HIPOTESIS

La testosterona podria regular la expresion de enzimas CAT y Mn-SOD en islotes

pancreaticos de rata con dafio temprano por STZ.



ANTECEDENTES

El pancreas

El pancreas es una glandula de secrecion mixta con funciones exocrinas y endocrinas;
la secrecidén exocrina es el jugo pancreatico rico en enzimas digestivas que pasan al
duodeno a través de los conductos pancreaticos. Las funciones endocrinas se llevan a
cabo por los islotes de Langerhans que segregan distintas hormonas y varios péptidos
reguladores. Se conocen cuatro tipos celulares; las células 8, a, d y PP productoras de
insulina, glucagon, somatostatina y polipéptido pancreatico respectivamente

(Tresguerres, 1992).

La insulina estimula los procesos anabdlicos e inhibe los catabdlicos, asi mismo
favorece la sintesis del glucégeno e interviene en el crecimiento celular inhibiendo la
protedlisis. El glucagon estimula los procesos catabdlicos e inhibe los procesos
anabdlicos, por otra parte la somatostatina actia como un regulador paracrino y/o un
inhibidor de la secrecion de diferentes hormonas. El polipéptido pancreatico es

secretado por la estimulacion de ingestion de proteinas (Tresguerres, 1992).

Efecto de las hormonas esteroides en el Pancreas

Las hormonas esteroides regulan algunas de las actividades secretoras del pancreas.
Con respecto a la funcién exocrina, se ha demostrado que en el modelo de ratas
gonadectomizadas, hay una disminucion en los granulos de zimégeno y por ende una

marcada disminucion en la secrecion pancreatica.

En cuanto a la funcion endocrina, la progesterona estimula la proliferacion de las

células a y B e induce la secrecion de insulina. Los efectos de los andrégenos en la



funcién endocrina también han sido estudiados en su relacion con la sintesis y
liberacion de la insulina. En modelos experimentales de ratas macho
gonadectomizadas (para suprimir la produccion enddgena de testosterona) y en
animales gonadectomizados y sustituidos con dosis farmacolégicas del andrégeno, se
ha demostrado que la testosterona regula positivamente la expresion del gene de la

insulina y que existe un efecto trofico sobre las células pancreaticas (Morales, 2007).

Morimoto et al. (2005) reportaron el efecto de protector de la testosterona en las
células B del pancreas en ratas tratadas con estreptozotocina (STZ), un agente
diabetégeno. Se demostré que la apoptosis de las células [ se incrementaba
significativamente en las ratas castradas con respecto a las intactas y el efecto se
revertia cuando se suplementaba a las ratas castradas con una dosis farmacoldgica

de testosterona.

Estudios funcionales sugieren que los esteroides sexuales pueden influenciar
directamente y/o indirectamente en la funcién de los islotes en animales normales. Se
ha encontrado que los esteroides actuan directamente en las células B a través de
receptores especificos. Se ha encontrado un efecto opuesto entre andrégenos y
estrogenos en la sensibilidad de las células B a la accion de la insulina, ya que los
andrégenos la disminuyen mientras que los estrégenos la incrementan (Rosmalen et

al. 2001).

Estudios recientes realizados en ratones transgénicos han demostrado efecto
protector de estradiol sobre las células B pancreaticas, previniendo la diabetes (Le

May et al. 2006).



Estrés oxidativo en el Islote

El islote pancreatico posee una baja defensa antioxidante, por esta razén es muy
susceptible al dafio por sustancias téxicas, debido a que la expresién de enzimas
antioxidantes como SOD, CAT, Y GPx, es baja en células de islotes en comparacion

con otros tejidos (Kaneto, 1999; Srinivasan, 2003).

Las ROS juegan un papel importante en la patogénesis y desarrollo de complicaciones
de la diabetes. Las ROS son producidas principalmente por la reaccién de la glicacion
la cual ocurre en varios tejidos incluyendo a las células [ bajo las condiciones del

paciente diabético.

Estudios recientes han mostrado que la apoptosis de las células beta vy la
transcripcion del gen de insulina son reducidos por la glicacion mediante las ROS.

El tratamiento con enzimas antioxidantes suprime la apoptosis y conserva la funcion
de las células B como fue demostrado en ratones diabéticos (Tiedge, 1998; Kaneto et

al. 1999; Srinivasan, 2003; Friesen, 2004).

La estreptozotocina (STZ) es un agente diabetégeno que produce radicales libres y
(ON) oxido nitrico durante su metabolismo, el ON es producido por la oxidacion de L-
arginina y L- citrulina, el exceso de ON produce inhibicion del metabolismo
mitocondrial, modificacion de la proteinas y del DNA, que podria conducir al dafio en la
secrecion de insulina y a la apoptosis de las células B. La induccién del ON es
regulada por un factor de trascripcién que se une a sitios especificos en el promotor
del gen de la 6xido nitrico sintasa (ONS) (Kang-Beom et al. 2006). Sin embargo los
resultados de varios experimentos proporcionan la evidencia que el ON no es la Unica

molécula responsable del efecto citotoxico de la STZ. Se ha encontrado que la STZ



genera especies reactivas de oxigeno que también contribuyen a la fragmentacion del

DNA y evocan otros cambios deletéreos en las células (Szkudelski, 2001).

Nobuyuki et al. (1991) en estudios in vivo e in vitro con islotes pancreaticos de rata,
demostraron que la STZ estimula la generacion de H, O, induciendo la fragmentacion
del DNA vy la destruccion de las células (. A una dosis de 1 mM de STZ, el DNA se
fragmento completamente. Ademas se report6é que la accion de la STZ en las células 3
es acompafnada por la alteraciéon de insulina en la sangre y en la concentracion de
glucosa. El mecanismo por el cual se propone que la STZ induce la muerte de las

células B fue por alquilacion del ADN (Szkudelski, 2001).

Laybutt et al. (2002),realizaron un estudio del incremento en la expresion de genes
antioxidantes y antiapoptoticos que puedan contribuir a la supervivencia de las células
B del pancreas, durante la hiperglicemia cronica, reportando que conforme se
incrementan los niveles de hiperglicemia cronica, se aumenta progresivamente la
expresion de algunas enzimas como el hemo oxigenasa-1, glutation peroxidasa,

superoxido dismutasa y genes antiapoptoticos como son el gen A20 y BCL-2.

Hainan et al. (2005) trabajando con ratones transgénicos que sobre expresan CAT o
Mn-SOD, demostraron que al sobre expresarse cada una de las dos enzimas por
separado, retarda significativamente el desarrollo de la diabetes inducida por STZ y al

sobre expresarse las dos enzimas juntas, la proteccion se incrementa al doble.

Tiedge (1998) encontré que la sobre expresion de catalasa y glutation peroxidasa en
combinacion, protegen a las células del estrés oxidativo en una linea celular

productora de insulina sometida a diferentes ROS.



OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de la testosterona sobre la expresion de las enzimas antioxidantes,

CAT y Mn-SOD en islotes pancreaticos de rata macho con dafo temprano por STZ.

HIPOTESIS

La testosterona podria regular la expresiéon de enzimas CAT y Mn-SOD en islotes

pancreaticos de rata con dafo temprano por STZ.



MATERIAL Y METODOS
Para la realizacién del presente trabajo, se decidié abordar el objetivo planteado

utilizando dos modelos de trabajo, el modelo in vivo y el modelo in vitro.

Modelo in vivo

Se trabajo con el modelo de ratas con apoptosis de las células [ pancreaticas
producida por STZ, previamente reportado por Morimoto (2005). Se utilizaron 5 ratas
macho de la cepa Wistar de 250-300 g de peso, los cuales se inyectaron con 60 mg de

STZ por kg de peso corporal y se sacrificaron después de 6 horas de tratamiento.

Dado que no se obtuvieron islotes después de 6 horas de la administracion de la STZ,
se inyectaron otras 5 ratas con la misma dosis de STZ y se sacrificaron 1, 2, 3,4y 5
horas después del tratamiento, posteriormente se obtuvieron los islotes por el método

de digestidn con colagenaza después de cada tiempo de tratamiento.



Aislamiento y Cultivo de islotes Pancreaticos

Se realiz6 la obtencion de islotes de Langerhans por el método de digestiéon con
colagenaza, segun modificacion del método de Lacy y Kostianovsky (1967). El
pancreas de la rata fue perfundido (a través del ducto pancreatico) con 10 ml de
solucion de aislamiento de islotes (SAI, ver apéndices 1 y 2), para extraerlo por
completo. El pancreas se cortd en fragmentos de aproximadamente 1 mm con unas
tijeras y se sometioé a digestién con 3 mg de colagenaza P (Boehringer Mannheim) por
pancreas a 37 °C, en un bafio maria por 9 min con una agitacién de 170
golpes/minuto. Después de la digestion, el tejido pancreatico se lavé 2 veces con
solucion SAl, se centrifugd y purificd utilizando un gradiente de ficol 400DL (SIGMA)

con concentraciones de 27, 23, 20y 11% y se centrifugd a 2000 rpm por 15 minutos.

Los islotes fueron extraidos de la primera interfase y se lavaron una vez en solucion
SAl, se centrifugaron para eliminar la solucion SAl. Después se resuspendieron y se

sembraron en un numero de 200 islotes, en cajas de petri, en solucién SAl.

Los cultivos se mantuvieron en un incubador a 37°C en una atmésfera con 5% de CO,,

por 12 horas.

Modelo in vitro

Para el modelo in vitro se extrajeron islotes pancreaticos de 5 ratas macho y se realizé
un cultivo para establecer la viabilidad de los islotes mediante la produccién de insulina
con baja glucosa (5 mM) y en condiciones de estimulacion maxima con KCI (50 mM),
en un incubador a 37°C en una atmésfera con 5% de CO,. Después de una hora se

tomdé 1 ml del medio de cultivo para la cuantificacion de insulina por el método de RIA.



Cuantificacion de insulina

De los medios obtenidos de los islotes bajo los diferentes tratamientos se cuantificd la
concentracion de insulina mediante la técnica de radioinmunoanalisis (RIA). Estuche
desarrollado y avalado por el Dr. Eulises Diaz Diaz y colaboradores en el
departamento de Biologia de la Reproduccion del Instituto Nacional de Ciencias

Médicas y Nutricion Salvador Zubiran. (Ver apéndice 3).

Tiempo y concentracion de STZ

Con la finalidad de determinar la concentracién de STZ y el tiempo de exposicion de
los islotes a este diabetdgeno, se realizaron cultivos de 10 islotes cada uno y se
trataron con 0.05, 0.1, y 0.5 mM de STZ por 5, 10 y 15 minutos de exposicion, en un
incubador a 37°C en una atmésfera con 5% de CO,, posteriormente se tomd 1 ml del

medio y se analizé por RIA para la cuantificaciéon de insulina.

Por otra parte se realizdé un cultivo de islotes con las diferentes concentraciones de
STZ por 15 min y se les realizd a los islotes un analisis de Apoptosis mediante el
método de TUNEL utilizando el kit DeadEnd ™Fluorometric TUNEL System (Promega).

(Ver apéndice 4).

Aislamiento y Tratamientos de islotes

Se utilizaron 15 ratas Wistar machos de 200-250g de peso, para la obtencion de
islotes de Langerhans por el método de digestién con colagenaza, segun modificacion

del método de Lacy y Kostianovsky (1967).



Una vez obtenidos los islotes se colocaron en una caja de cultivo multipozos, 4 grupos
de 200 islotes por pozo y se cultivaron a 37°C en un incubador en una atmdsfera con
5% de CO, para su recuperacion por 12 horas. Después de este tiempo se cambio el
medio, y se adiciond a cada pozo el tratamiento correspondiente: al control, etanol
0.01%; a T+STZ, testosterona a 0.01, 0.1 y 1 mg/ml; a T, testosterona a 0.01,0.1 y 1
mg/ml; a STZ, nada. Se cultivaron por una hora y después se retiré el medio de cada
pozo, se congeld a -20°C para la posterior cuantificacion de insulina. Los islotes se
lavaron con SAl y posteriormente se les adicion6 solucién nueva mas STZ a 0.05 mM
por 15 min a los tratamientos correspondientes, transcurrido este tiempo, se retiro el
medio y se guardd a -20 °C. A los islotes se les adicionaron 800 ul de TRizol y se

guardaron a -70 °C para la posterior extraccion de RNA total.

Extraccion de RNA de islotes

La extraccion de RNA de islotes se realiz6 utilizando la solucion de TRizol (Invitro
gen). Los islotes se descongelaron y se agitaron en Vortex por 15 a 30 seg, se
congelaron nuevamente a -70°C en un tiempo aproximado de 15 a 20 min,
posteriormente se descongelaron a temperatura ambiente y se agitaron en vortex por
30 seg, se continud el procedimiento de acuerdo con las especificaciones del

fabricante (ver apéndice 5).



RT-PCR

Una vez obtenido el RNA de los islotes de los diferentes grupos, se cuantific6 por
espectrofotometria y se utilizé la reaccion de RT-PCR (retrotranscripcion-reaccion en
cadena de la polimerasa) para el estudio de la expresion de las enzimas antioxidantes,
utilizando oligonucledtidos especificos para cada una de ellas (Laybutt et al. 2002). En
la Tabla 1 se muestra la secuencia de cada oligonucledtido y el tamafio del fragmento

amplificado de cada gen.

Tabla 1. Oligonucledtidos de los genes amplificados.

Gen 5 Oligonucleotido 3 5" Oligonucleotido 3 bp
Sentido Antisentido

Catalasa | GCT CCC AAC TAC TAC CCC AAC | CGTTTC CTC TCCTCCTCATTC | 173

Mn-SOD | CAC CAC AGC AAG CAC CAC TCC CAC ACATCA ATC CCC 410

B-actina | GGGTCAGAAGGATTCCTATG GGTCTCAAACATGATCTGGG 230

Las condiciones para realizar el PCR de catalasa y Mg-superoxido dismutasa fueron
las siguientes: 94°C durante 10 minutos de desnaturalizacion, 94°C por 1 minuto, 62°C

por 1 minuto, 72°C por 1 minuto, 72°C por 5 minutos, por 27 ciclos.

Las condiciones para amplificar B-actina fueron: 94° durante 10 minutos de
desnaturalizacién Y 25 ciclos de 94°C por 30 seg, 55°C por 30 seg, 72°C por 30 seg,

72°C por 5 min.




Analisis de los productos de PCR

Se tomaron 40 pl de los productos de PCR de cada muestra y se analizaron por
relectroforesis en gel de agarosa al 2% en amortiguador TBE (Tris Base 0.5 M, acido
borico 0.5 M, EDTA 10 nM) y finalmente se analiz6 la expresion de las enzimas
antioxidantes (CAT y Mn-SOD), utilizando un método densitométrico. Los resultados

se muestran como expresion relativa con respecto al gen constitutivo (B-actina).

Analisis estadistico
Los resultados se analizaron utilizando el programa estadistico sigma stat. Se empled

la prueba de t de student y t- para muestras pareadas. Significancia p<0.5



RESULTADOS
Modelo in vivo
Se realizé la obtencion de islotes de ratas tratadas con 60 mg de STZ por kg de peso
corporal a diferentes tiempos de exposicion, como se muestra en la tabla 2. La
obtencion de islotes fue de 264 después de 1 hora de la inyeccién de STZ, sin
embargo en las horas subsecuentes la cantidad de islotes obtenidos disminuye

drasticamente hasta que no es posible obtenerlos.

N°de rata | Tiempo con STZ /hrs. | # de islotes
Obtenidos
1 1 264
2 2 58
3 3 0
4 6 0

Tabla 2. Muestra el tiempo de exposicion de STZ contra el nimero de islotes
obtenidos. Obtencion promedio de islotes a partir de ratas no tratadas 220-280 islotes.



Modelo in vitro

Viabilidad de islotes

Para verificar la viabilidad de los islotes, se cuantificd la secrecion de insulina en
medio de cultivo de islotes con baja glucosa y con una estimulacion de KCI
(estimulador quimico de la secrecion de insulina) por una hora y cuantificado por el
método de RIA, obteniendo un valor de insulina para baja glucosa de 2.82+0.37 ng/ml
y un valor de 4.30+0.35 ng/ml para la estimulacion con KCI. Estos resultados se
analizaron mediante una prueba de t de student obteniendo una diferencia
estadisticamente significativa en la produccion de insulina con una p de 0.007 entre
los tratamientos. Este resultado nos indicé que los islotes que se obtuvieron por el

meétodo propuesto se encontraban en condiciones adecuadas para la secrecién de

insulina.

Tiempo y concentraciéon de STZ

Como se muestra en la tabla 3 la concentracion de insulina en el medio de cultivo, no
mostré diferencia significativa en los tiempos de 5 y 10 minutos a ninguna de las
concentraciones administradas, en comparacion con su control. En el tiempo de 15
min se observd una diferencia estadisticamente significativa comparado con su

control, con una p de <0.05 para STZ a 0.05 mMy 0.1mM comparado con su control.

STZ
Tiempo Control 0.05 mM 0.01 mM 0.5mM
5 min. 1.04+0.69 [1.49%+068 [1.30+£0.74 [1.13+0.72
10 min. 1.12+0.83 |1.47+0.59 (1.24+0.65 |1.28 +0.66
15 min. 0.73+0.37 (1.51+0.60* [1.450.54* |1.21+0.78

Tabla 3. Concentracion de insulina (ng/ml) en islotes pancreaticos tratados con STZ a
diferentes tiempos y concentraciones (n= 8). * p < 0.05 comparados con el control




Analisis de Apoptosis en islotes tratados con STZ

Para estudiar la proporcion de islotes que sufrian apoptosis por efecto de la STZ, se
realizaron cultivos y después del tratamiento con STZ por 15 min, se analizaron por la
técnica de TUNEL. Se encontré que el mayor numero de nucleos en apoptosis fue a la
concentracién de 0.1 mM de STZ y el menor numero en la concentracién de 0.5 mM

de STZ.
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Grafica 1. Nucleos fluorescentes por islote (n=10) mediante la técnica de TUNEL



Expresion de enzimas antioxidantes catalasa y Mn-superoxido dismutasa
La expresion de las enzimas catalasa y Mn-SOD en los islotes pancreaticos aislados
no mostré diferencias significativas entre los tratamientos cuando se incubaron con

testosterona a una concentracion de 0.01 mg/ml. (Grafica 2)
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Grafica 2. Expresién de las enzimas antioxidantes en islotes pancreaticos de rata
tratadas con testosterona 0.01 (T) mg/ml y estreptozotocina 0.5 mM (STZ) por 15
minutos, control con etanol y citrato (C). Los resultados se muestran como el
promedio + el error estandar de la DO del gen Mn-SOD o catalasa entre gen
constitutivo B-actina. Del lado derecho se muestra una fotografia representativa de los
amplicones de cada gen.



La expresion de la enzima Mn-SOD muestra una diferencia significativa con STZ mas
testosterona a una concentracion 0.01 mg/ml, al expresarse aproximadamente el
doble del valor observado en el control. Por otro lado la testosterona tiene la tendencia
por si sola a incrementar la expresion de la enzima Mn-SOD un poco mas que la STZ
sola aun cuando ninguna de las dos muestran diferencias estadisticamente

significativas con respecto al control.

La expresién de la enzima catalasa a la concentracion de 0.1 mg/ml, no muestra

diferencia entre los tratamientos con respecto al control (Grafica 3).

——— Mn-SOD B-actina

[ Catalasa

5<
4‘ - -
Control T+STZ T STZ Control T+STZ T
Catalasa B-actina

CC‘,NTROL TesTZ ' Control T+STZ T STZ Control T+STZ T STZ

Expresion relativa (RNAm Aox/RNAm B actina)
w

Grafica 3. Expresion de las enzimas antioxidantes en islotes pancreaticos de rata
tratadas con testosterona 0.1 mg/ml (T), estreptozotocina (STZ) por 15 minutos,
control con etanol y citrato (C). Los resultados se muestran como el promedio * el
error estandar de la DO del gen Mn-SOD o catalasa entre gen constitutivo B-actina.
*p< 0.05 comparado con (C). Del lado derecho se muestra una fotografia
representativa de los amplicones de cada gen.



Por ultimo la expresion de la enzima Mn-SOD presenta una diferencia significativa
entre los diferentes tratamientos. Al ser tratados con testosterona 1mg/ml, se observo
un incremento de aproximadamente 5 veces mas que el control. Por otro lado al ser
tratados con estreptozotocina su expresion se incrementé aproximadamente 20 veces,
sin embargo en los islotes tratados con T+STZ solamente se incremento su expresion

1.5 veces con una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) (Grafica 4).
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Grafica 4. Expresion de las enzimas antioxidantes en islotes pancreaticos de rata
tratadas con testosterona 1 mg/ml (T), estreptozotocina (STZ) por 15 minutos, control
con etanol y citrato (C). Los resultados se muestran como el promedio * el error
estandar de la DO del gen Mn-SOD o Catalasa entre gen constitutivo $-actina.

* p< 0.05 comparado con (C). Del lado derecho se muestra una fotografia
representativa de los amplicones de cada gen.



Secrecioéon de Insulina

La cantidad de insulina liberada al medio durante una hora no muestra diferencia
significativa entre los diferentes tratamientos. En cuanto a la concentracion de esta
hormona durante 15 min, no se observo diferencia significativa entre los distintos
tratamientos, aun cuando T+STZ muestra una tendencia a incrementar la secrecion de

insulina (Graficas 5, 6, 7).

La insulina liberada al medio después de una hora de tratamiento con 0.01mg/ml
testosterona no es significativa entre los tratamientos, sin embargo a los 15 min con
T+STZ se incrementa un 30%, aun cuando no es una diferencia significativa, con este

tratamiento se muestra un cambio en la secrecion de insulina al medio (Grafica 5).
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Grafica 5. Concentracién de insulina secretada al medio por islotes pancreaticos de
rata. Los cultivos de islotes fueron tratados por una hora con testosterona 0.01 mg/ml
(T) y posteriormente con estreptozotocina 0.5 mM (STZ) o con etanol y citrato al
control (C) por 15 minutos.



La cantidad de insulina liberada al medio, después de una hora de tratamiento con
testosterona 0.1 mg/ml no es significativa entre los tratamientos, sin embargo a los 15
min con T+STZ se incrementa un 33% y solamente con testosterona un 20%. Aun
cuando no es una diferencia significativa estos tratamientos muestran un incremento

discreto en la secrecion de insulina al medio (Grafica 6).
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Grafica 6. Concentracién de insulina secretada al medio por islotes pancreaticos de
rata. Los cultivos de islotes fueron tratados por una hora con testosterona 0.1 mg/ml
(T) y posteriormente con estreptozotocina (STZ) 0.5 mM por 15 minutos con etanol y
citrato al control (C).



La concentracion de insulina secretada al medio por islotes durante una hora con
1mg/ml testosterona muestra un ligero incremento, sin embargo en el tratamiento con
T+STZ asi como el de STZ no se incrementd la concentraciéon. En cuanto a la
secrecién de insulina por 15 minutos ninguno de los tratamientos muestra una

diferencia significativa (Grafica 7).
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Grafica 7. Concentracién de insulina secretada al medio por islotes pancreaticos de
rata. Los cultivos de islotes fueron tratados por una hora con testosterona 1 mg/ml (T),
por 15 minutos de estreptozotocina (STZ) 0.5 mM y con etanol y citrato al Control (C).



DISCUSION

En el presente trabajo se muestran los efectos de la testosterona sobre la expresion

de enzimas antioxidantes catalasa y Mn-SOD en islotes pancreaticos de rata.

En el modelo in vivo, se traté a un grupo de ratas para trabajar con el modelo de
apoptosis temprana por STZ (Morimoto, 2005) a diferentes tiempos de exposicion a
STZ, como se muestra en la tabla 1. Sin embargo a partir de las dos horas de la
inyeccion se redujo drasticamente la cantidad de islotes que se obtenian, a las 3y 6
horas de tratamiento ya no fue posible obtener islotes. Pensamos que esto se debe a
que estos quedaban susceptibles a la colagenaza y eran digeridos juntamente con el
tejido que los rodea. Por esta causa se optd por trabajar en el modelo in vitro, ya que
era insuficiente la cantidad de islotes que se aislaban a las 2 horas en comparacion
con ratas no tratadas en donde el numero promedio de islotes que se obtiene es de

220-280 islotes.

En el modelo in vitro, se determind el tiempo y concentracion de la STZ que se
utilizaria en el experimento mediante cultivos de islotes pancreaticos, tratados con
diferentes concentraciones de STZ y tiempos de exposicion, se observé una diferencia
significativa a los 15 minutos con las concentraciones de 0.05 y 0.1 de STZ, en la
secrecion de insulina. Sin embargo se pretendia un dafio ligero en los islotes con la
STZ por lo que se eligié la concentracion de 0.5 mM de STZ por 15 min ya que esta no
modifica la secrecién de insulina con respecto al control, lo que nos dice que a pesar
de que hay células en apoptosis, la funcionalidad del islote no se ha alterado, algo que
habia sido establecido previamente en el modelo propuesto por Morimoto et al. 2005.
A este respecto Haina (2001) y Nobuyuki et al, (1990) reportan que la STZ a 1 mM en
islotes pancreaticos aislados comienza a fragmentar el DNA a partir de los 7 minutos y

el efecto completo se observa a los 20 minutos, asimismo al ser fragmentado el DNA
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se inhibe la sintesis de proinsulina y por lo tanto la secrecion de insulina se ve

disminuida.

Como se muestra en las Graficas 2, 3 y 4 la testosterona tiene un efecto en la
expresion de la enzima Mn-SOD, ya que en las tres concentraciones se observa un
incremento en los niveles de RNA mensajero de la enzima, siendo la concentracion de

1 mg/ml de testosterona la que produjo un incremento estadisticamente significativo.

En tejidos como la préstata de rata se ha reportado que la enzima Mn-SOD es
regulada directamente por andrégenos, en especifico por testosterona ya que reduce
el estado oxidativo in vivo en la rata cuando es sometida a un elevado estrés oxidativo
inducido por una pancreatectomia, en ratas previamente castradas y ratas castradas

suplementadas con testosterona (Tam, 2003).

La enzima Mn-SOD también tiende a incrementar su expresion en los istotes tratados
solamente con STZ, esto se debe a que esta enzima probablemente es inducida por

la exposicién al estrés oxidativo que produce la administracién de la STZ.

Laybutt (2002) y Hainan (2005), trabajando con cultivos de islotes pancreaticos
sometidos a estrés oxidativo, reportan que la expresion de la enzima Mn-SOD se
sobre-expresa hasta 1.4 veces mas que su control, mientras que la expresiéon de la
enzima catalasa no se modifica. Estos datos concuerdan con lo obtenido en el
presente estudio, tal como se muestra en las figuras 4, 5 y 6 en donde se observa que

la expresion de la enzima catalasa no se modifica por efecto del tratamiento con STZ.

Analizando los resultados de la expresion de la catalasa en los islotes tratados con
testosterona, se observa que esta enzima no muestra una diferencia significativa por

efecto de las diferentes concentraciones de testosterona utilizadas.
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Tam (2003) reporta en tejido de prostata que la enzima catalasa se muestra
insensible a la privacion de andrégenos producida por la castracion en ratas macho,
pero cuando estas ratas son suplementadas con testosterona, la enzima se sobre
expresa. En cuanto a los resultados obtenidos en el presente estudio, este efecto
solamente se observé con la concentracion de 0.01 mg/ml de testosterona, sin
embargo este efecto se ve reducido cuando se aplica la STZ. Este mismo efecto se
presenta en las tres concentraciones de testosterona (Graficas 4, 5 y 6) con la enzima
Mn-SOD siendo estadisticamente significativa a concentraciones de 0.1 y 1 mg/ml de
testosterona; esto podria deberse a las reacciones de oxido reduccion de la enzima
ante el estrés oxidativo producido por la STZ, ya que al entrar a la célula de la misma
forma que la ruta de glucosa (a través del GLUT2) es metabolizada por las células y se
produce H,O, y éste a su vez genera radicales libres como « OH (el radical hidroxilo)
generando asi la cascada de especies reactivas de oxigeno y produciendo un estrés
oxidativo en la célula; ante este estrés, las células pueden responder a las ROS con
antioxidantes como proteccion o pueden usarlos como segundos mensajeros.

(Szkudelski, 2001)

La testosterona administrada como tratamiento por 1 hora, no mostré una diferencia
significativa en la secrecion de insulina al medio por los islotes pancreaticos debido a
que este tiempo no fue suficiente para provocar efectos en la secrecion, ya que se ha
reportado que en una hora de tratamiento con testosterona, se registra un incremento
en la expresion del gen de insulina y después de 3 horas de tratamiento con
testosterona se observa un aumento en la insulina almacenada y en la concentracion

de insulina secretada (Morimoto,1999).

En los islotes pancreaticos tratados con STZ preincubados con testosterona, se
observo un incremento en la secreciéon de insulina a dosis de testosterona de 0.01 y

0.1 mg/ml, esto puede deberse al efecto de la testosterona ante el estrés producido
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por la STZ, ya que en los tratamientos de T y STZ por separado no presenta un

incremento marcado como con ambos tratamientos.

Con los datos obtenidos en el presente trabajo podemos decir que la testosterona
tiene un efecto sobre la expresion de la enzima Mn-SOD y que este depende de la
concentracion de testosterona, asimismo que la sobre expresion de esta enzima
puede proteger a los islotes pancreaticos del estrés oxidativo, previniendo la

apoptosis producida por la administracion de STZ.
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CONCLUSIONES

La STZ induce apoptosis temprana en el islote, a los 15 min de tratamiento a
una concentracion de 0.5 mM estas condiciones son las que mas se asemejan

al modelo in vivo.

La testosterona regula la expresiéon de la enzima Mn-SOD en islotes

pancreaticos de rata macho y este efecto es dependiente de la concentracion.

El efecto de la testosterona en la expresién de la enzima Mn-SOD podria

proteger a los islotes pancreaticos del estrés oxidativo.

La testosterona no muestra efecto sobre la expresion de la enzima CAT, aun
cuando muestra una tendencia a incrementarse a una concentracion de 0.01

mg/ml.
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APENDICE 1

Solucion de Aislamiento de Islotes (SAl)

NaCl 1.15 mM
NaHCO; 10 mM
KC 15 mM
MgCl, 1.1 mM

NaH,PO, 1.2mM

HEPES 25mM
CacCl, 2.5 mM
Glucosa 5 mM
BSA 0.2 %

pH 7.4



APENDICE 2

Metodologia para aislamiento de islotes pancreaticos de rata

1.-Inyectar a la rata con la anestesia

2.-Colocar la rata boca arriba y se limpia con alcohol

3.-Cortar la piel en el centro del vientre

4.-Cortar el musculo por el centro y se realiza un corte diagonal de ambos lados hasta
las costillas

5.-Retraer el musculo hacia atras y se corta el esternon

6.-Con pinzas de hemostasis se bloquea el conducto de wirsung.

7.-Realizar un pequefio corte en la ampula de vater y se procede a canular

8.-El pancreas se insufla con 10 ml de Sol para islotes

9.- Retirar todo el pancreas lentamente cortando con micro tijeras

10.-Colocar todos los pancreas en un vaso de precipitado de 50 ml con sol SAl fria.
11.-Retirar los pequefios tejidos que no correspondan al pancreas. (grasa, tejido)
12.-Cortar el pancreas en otro vaso de precipitado junto con la colagenaza (3 mg de
colagenaza x pancreas)

13.-Completar a 5 ml X pancreas con SAl

14.-Vaciar en el matraz de plastico

15.-Colocar en el bafo de agitacion a 27 °C a velocidad 170 por 5 min

16.-Sacar del a bafno y se sacude con la mano fuertemente por 5 6 6 veces
17.-Regresar al bano de agitacion por 4 min

18.- Vaciar a un tubo Falcon de 50 ml y se lleva a 25 ml 6 30 ml segun el niUmero de
pancreas con la SAl

19.- Centrifugar a 1000 rpm 3 min a 4°C

20.- Retirar el sobrenadante dejando de 2 a 3 ml con la pastilla

21.-Aforar a 25-30 ml con la SAl

22.- Centrifugar a 1000 rpom 3 min a 4°C



23.-Retirar el sobrenadante dejando de 2 a 3 ml con la pastilla

24 .-Lo que quedd se homogeniza con la pastilla y se pasa por una coladera

25.-Lo que resulta colado se pasa a un tubo falcén de 50 ml y se centrifuga a 1200
rpm, por 5 min

26.- Retirar el sobrenadante y se procede a hacer el gradiente.

27.-A la pastilla se la agrega 6 ml de Ficoll a 27% y se homogeniza en vortex
28.-Agregar 4 ml de ficoll a 23% por las paredes del tubo

29.-Agregar 4 ml de ficoll a 20% por las paredes del tubo

30.- Agregar 4 ml de ficoll a 11% por las paredes del tubo

31.- Se centrifuga a 2000 rpm por 15 min

32.-Colectar la interfase de la ultima capa con una pipeta pequefa y se vacia a un
tubo con 6 ml de SAl, posteriormente se aforaa 13 ml

33.- Centrifugar a 1200 rpm por 5 min

34 .-Retirar el sobrenadante y se afora nuevamente a 13 ml de SAI

35.-Homogenizar con la pastilla y se vacia en una caja petri negra cara recolectar los

islotes con una micropipeta de 10 pl



APENDICE 3

Radioinmunoanalisis de insulina.

Es un ensayo desarrollado para cuantificar insulina humana, pero que tiene 98% de
reactividad cruzada con la insulina de rata. El método ha sido evaluado contra el RIA
de insulina de rata de Linco (linco Research, Inc. Missouri, USA), obteniéndose
resultados consistentemente similares.

Estuche desarrollado y validado por el Dr. Eulises Diaz Diaz y colaboradores en el
departamento de Biologia de la Reproduccion del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion Salvador Zubiran.

Sensibilidad: 0.03ng/ml

Rango dinamico de la curva estandar: 0-10ng/mi

Coeficiente de variacion intraensayo : <5%

Coeficiente de variacion interensayo : <10%

Vol. Final 300 pl

CT=Cuentas Totales

UNE=Uniones No Especificas

Bo=Union Maxima

Valores de la curva estandar=0.16, 0.32, 0.62, 1.25, 2.5, 5, 10.

Muestras control=Concentraciones Bajo, Medio, Alto






Se enumeran los tubos y se llenan por duplicado. Segun el siguiente cuadro.

Reactivos

Tubos Buffer | AC Trazador
ctT |- | - 100l
Une 200ul | - 100pl
Bo 100pl 100l 100yl
Controles 100pl 100pl 100pl
Muestra 100ul 100ul 100l
Estandares 100pl 100pl 100pl

-Incubar 18-24 h a 4°C.

-Afadir el segundo anticuerpo e incubar por 30 min

-Centrifugar a 3000 rpm por 30 mina4 C

-Decantar el sobrenadante. Secar los tubos con un isopo de papel para eliminar el
excedente de liquido.

-Contar por 1 minuto en un contador para emisiones gama.

-Calcular los valores de los desconocidos con base en la curva estandar.



APENDICE 4

Analisis de Apoptosis por el método de TUNEL

Kit DeadEnd™Fluorometric TUNEL System (Promega)

Los islotes fueron fijados en una solucién de paraformaldeihido al 4% en PBS 0.1 M
pH 7.4, a 4 °C por toda la noche. Posteriormente se lavaron los islotes con PBS a
temperatura ambiente y se permeabilizaron por 2 horas con 200 ul de Triton X-100 al
0.5% a 4°C. Los islotes se enjuagaron con PBS frio al menos 3 veces, se retir6 el
exceso de liquido y se cubrieron con 100 ul de buffer de equilibrio durante 10 min.
Luego se coloco el buffer de rTdT. Se pinté con lapiz de cera el area donde fueron
puestos los islotes en un portaobjetos recubierto con poli-I-lisina y se les adiciond 50 pl
de la reaccidén completa sobre cada conjunto de 10 islotes que se cubrieron con un
portaobjetos plastico y se colocaron dentro de una camara humeda por una hora a
37°C protegidos de la luz. Transcurrido ese tiempo se lavaron con SSC 2X por 15 min
a temperatura ambiente, después se lavaron los islotes con PBS dos veces. Se
montaron con vecta shield+DAPI se coloco el cubreobjetos y se aplastaron los islotes.
Finalmente se sellaron las preparaciones y fueron observados en un microscopio con
filtro para florescencia (520 + 20 nm) y DAPI (460 nm). Se contaron los nucleos
fluorescentes por islote.

El control positivo se realizd con una preparacion de islotes tratados con DNAsa, el
control negativo fue una preparacién de islotes con buffer + nucleétidos sin la adiciéon
de la enzima, posteriormente se siguieron las indicaciones del fabricante para ambos

controles.



APENDICE 5

Obtenciéon de RNA de islotes pancreaticos

1.-Se descongelan los islotes y se agitan en vortex por 30 seg
2.-Se congelan nuevamente

3.- Se descongelan los islotes y se agitan en vortex por 15 seg
4.-Se incuban a temperatura ambiente por 5 min

5.- Se agrega cloroformo 200 ul por 1 ml de trizol

6.-Se agitan en vortex por 15 seg

7.-Se incuban a temperatura ambiente por 5 min

8.-Se centrifuga por 15 min a 11900 rpm

9.- En otro tubo eppendorf con 400 ul de isopropanol

10.-Se agrega la fase acuosa al tubo con isopropanol

11.- Se deja precipitar 30 min 6 toda la noche a 4°C

12.- Se centrifuga a 12,000 rpm por 10 minutos a 4 °C

13.- Desechar el sobrenadante por decantacion.

14.-Lavar el botén con 800 u de etanol al 75% en H,O +DEPC frio.
15.-Centrifugar a 10,000 rpm por 5 min a 4 °C.

16.-Se desecha el sobrenadante y se deja secar
17.-Resuspender la pastilla en 25 ul de Agua estéril con DEPC

18.-Se congela a —20 °C



	Portada
	Índice
	Resumen
	Hipótesis
	Antecedentes
	Objetivo General
	Material y Métodos
	Resultados
	Conclusiones
	Bibliografía
	Apéndice

