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1. INTRODUCCION

La Diabetes Mellitus (DM) es un trastorno metabdlico con diferentes caracteristicas
genofenotipicas y en el que intervienen multiples factores (Islas et al, 2004; Gomis et
al, 2007). Se ha demostrado que durante la aparicion de la Diabetes Mellitus tipo 1
(DM1) existe delecion inapropiada de las células B pancreaticas por apoptosis
(Mandrup-Poulsen, 2001).

La apoptosis o muerte celular programada es un mecanismo de fundamental
importancia y que ocurre durante el desarrollo normal del organismo. Su funcién
principal es la remocion selectiva de células durante la remodelacién, involucion y
renovacion de ciertos érganos Yy tejidos. Este mecanismo puede ser desencadenado
por una gran variedad de estimulos, en los cuales se incluyen las caspasas, las
Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) y el Oxido Nitrico (NO), entre otros (Chandra
et al, 2001; Mandrup-Poulsen, 2001).

En estados patologicos como la DM, se han demostrado multiples efectores de la
apoptosis; ya que la muerte celular cobra fundamental importancia (Gomis et al,
2007). En modelos de diabetes experimental, inducida por Estreptozotocina o de
desarrollo espontaneo, como los ratones Diabéticos No Obesos (NOD), se ha
observado que la apoptosis es la responsable de la muerte de células 3 pancreaticas
productoras de insulina (O’Brien et al, 1996, 1997).

La estreptozotocina (STZ) es un agente metilante que dafia al DNA; su mecanismo
de accion en las células 3 de roedores fue descrito por Skudelski (2001). Durante el
metabolismo de la STZ se producen intermediarios toxicos, tales como ROS y NO.

Se sabe que las enzimas antioxidantes pueden prevenir el dafio en modelos
experimentales de diabetes; ya que los antioxidantes reducen los niveles de ROS en
células beta (Kajimoto et al, 2004). Actualmente, se sabe que las hormonas
esteroides sexuales tienen propiedades antioxidantes y anti-apoptéticas en
diferentes células y tejidos (Ahlbom et al, 2001; Deroo et al, 2004; Miyake et al,
2004; Tam et al, 2003).

1.1 ANTECEDENTES

Estudios realizados sobre la capacidad anti-apoptotica de la testosterona, la
dihidrotestosterona (DHT) y dehidroepiandrosterona (DHEA), sobre diversas células
y tejidos, han aportado evidencia que demuestra que estos androgenos participan en
contra del dafio generado por apoptosis. En células de Sertoli inmaduras tratadas se
observo que el tratamiento in vitro con 17B-estradiol y 5a-dihidrotestosterona,
reducen los niveles de proteina AlF (Factor Inductor de Apoptosis), caspasa-3 y -9,
Bax y el mRNA de p53; ademds, la fragmentacién del DNA también disminuye
después del tratamiento hormonal; lo cual demuestra que el 17B-estradiol y la 5a-
6



dihidrotestosterona, actian como moduladores de la apoptosis. También sugiere
que los androgenos y estrogenos, pueden ser capaces de vias independientes de
modulacién de la muerte celular mediante la regulacion de diferentes factores pro-
apoptoticos (Simoes et al, 2003).

Se sabe que durante la aparicion de la DM1 existe apoptosis de células B mediada
por diversos factores. Por este motivo, diversas investigaciones se han propuesto
estudiar el efecto de los andrégenos contra el dafio provocado durante diabetes
experimental inducida por STZ sobre esta linea celular.

Morimoto et al (2005) demostraron que el dafio apoptético temprano producido por
STZ en ratas macho castradas fue revertido con testosterona; sugieren también que
esta hormona ejerce un efecto protector natural en el pancreas de rata. De igual
forma, Palomar-Morales et al (2010) demostraron que la testosterona tiene un efecto
citoprotector en contra del dafio por apoptosis inducida con STZ y que este efecto es
especifico en los machos, y que no es llevado a cabo por el 173-estradiol o la
progesterona. Ademas relacionan el efecto protector con la inmuexpresion de las
enzimas antioxidantes en células 3 pancreaticas.

Se ha propuesto que la apoptosis esta mediada a través del estrés oxidativo. En la
literatura se sugiere que los andrégenos tienen capacidad antioxidante, esto
concuerda con lo reportado por Tam et al (2003) que demostraron que la deprivacion
de andrégenos induce estrés oxidativo en préstata ventral de rata, debido a la
elevacion del anabolismo de ROS y la disminucion de la detoxificacién antioxidante.

La capacidad antioxidante de los andrégenos en tejidos con dafio por estrés
oxidativo ha sido demostrada por Alhbom et al (2001), en donde la testosterona
protege a las células granulo-cerebelares del estrés oxidativo; Boccuzzi et al (1997)
sugieren que la DHEA podria proteger diversos tejidos del dafio por estrés oxidativo;
Aragno et al (1999) demostraron que la DHEA reduce claramente el estrés oxidativo
en tejidos tratados con STZ.

1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los andrégenos participan en la proteccion del dafio provocado por estrés oxidativo
en diferentes organos vy tejidos, tales como en la préstata ventral, el cerebro, los
cardiomiocitos y células  pancreaticas. Este dafio se debe a la activacion de la
muerte celular programada; la cual, genera desrregulacion de la apoptosis
fisiol6gica, eliminando células funcionales. En el caso particular del pancreas, la
delecion inapropiada de células B da origen a la Diabetes Mellitus. Por este motivo,
es importante conocer cual de los derivados androgénicos: dihidrotestosterona y
dehidroepiandrosterona, ejerce una mayor citoproteccion comparados con la que
manifiesta la testosterona.



1.3 OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto protector de derivados androgénicos sobre la apoptosis
producida por estreptozotocina en células 3 pancreaticas de rata.

1.3.1 OBJETIVOS PARTICULARES

Estudiar el efecto de los androgenos (testosterona, 5a-dihidrotestosterona y
dehidroepiandrosterona) sobre la apoptosis producida por estreptozotocina,
en células 3 pancreaticas de rata.

Evaluar la presencia de enzimas antioxidantes (catalasa, superéxido
dismutasa | y Il) por efecto de los diferentes androgenos durante la apoptosis
inducida por estreptozotocina en células  pancreaticas de rata.



2. FUNDAMENTOS

2.1 Diabetes Mellitus

Actualmente, la Diabetes Mellitus (DM) se distribuye por todo el mundo. Estudios
recientes han determinado que uno de cada 3 nacidos en el afio 2000, desarrollara
DM a lo largo de su vida; motivo por el cual, se cree que la enfermedad ha llegado a
proporciones epidémicas. En la actualidad, existen alrededor de 177 millones de
enfermos a nivel mundial, de los cuales, mas del 90% de los casos presentan DM
tipo 2, y el 10% restante, presenta DM tipo 1; sin embargo, esta Ultima continuara
aumentando su prevalencia (Delgado, 2008).

La Diabetes Mellitus (DM) representa un grupo de enfermedades o sindromes
metabdlicos, caracterizados por hiperglucemia, con caracteristicas genofenotipicas
diferentes y donde intervienen multiples factores (Escobar & Tébar, 2009; Gomis et.
al., 2007).

La variacién en el desarrollo y en el tipo de DM es una consecuencia de diversos
mecanismos patogénicos, que incluyen desde la destruccién autoinmune de las
células B pancreaticas, con déficit absoluto de insulina, hasta anormalidades en la
accion o resistencia a la misma (Rosas et al. 2004).

En la DM la duracion de la hiperglucemia implica una afectacion universal del
organismo; sin embargo, las complicaciones mas evidentes son: retinopatia,
nefropatia, neuropatia (periférica y autonémica), enfermedades aterotromboticas; sin
olvidar la triada clasica de sintomas: poliuria, polidipsia y polifagia.

En mayo de 1995 se establecié el Expert Committe on the diagnosis and clasification
of Diabetes Mellitus para revisar, determinar y clasificar la nomenclatura de la
enfermedad, dando como resultado un reporte sobre esta, en el cual se detalla la
diagnosis, tratamiento y clasificacion de la patologia. En este ultimo caso el Expert
Commite clasifica la DM en Tipo 1, Tipo 2, DM gestacional y otros tipos especificos
(Expert Committe, 2002).



Table 1—Ftiologic classification of diabetes mellitus

L Type 1 diabetes® (B-cell destruction, usually leading to absolute insulin deficiency)
A Immune mediated
B. Idiopathic
II. Type 2 diahetes* (may range from predominantly insulin resistance with relative insulin deficiency
to a predominantly secretory defect with insulin resistance)
111, Other specific types
A Genetic defects of B-cell function
1. Chromosome 12, HNF-1a (MODY3)
1. Chromosome 7, glucokinase (MODY2)
3. Chromosome 20, HNF-4a (MODY1)
4. Mitochondrial DNA
5. Others
i. Genetic defects in insulin action
1. Type A insulin resistance
1 Leprechaunism
3. Rabson-Mendenhall syndrome
4. Lipoatrophic diabetes
5. Others
. Di=zeases of the exocrine pancreas
1. Pancreatitis
1. Trauma/pancreatectomy
3. Meoplasia
4. Cystic fibrosis
3. Hemochromatosis
6. Fibrocalculous pancreatopathy
7. Others
. Endocrinopathies
1. Acromegaly
1. Cushing’s syndrome
3. Glucagonoma
4. Pheochromocytoma
3. Hyperthyroidism
6. Somatostatinoma
7. Aldosteronoma
8. Others
. Dirug- or chemical-induced
1. Wacor
2. Pentamidine
3. Nicotinic acid
4. Glucocorticoids
3. Thyroid hormone
6. Dhazoxide
7. B-adrenergic agonists
8. Thiazides
9. Dilantin
10. a-Interferon
11. Cthers
. Infections
1. Congenital rubella
1. Cytomegalovirus
3. Others
G. Uncommen forms of immune-mediated diabetes
1. "Stiff-man” syndrome
1. Anti-insulin receptor antibodies
3. Others
. Other genetic syndromes sometimes associated with diabetes
1. Down's syndrome
2. Klinefelter’s syndrome
3. Turner's syndrome
4. Wolfram's syndrome
5. Friedreich's ataxia
&
8

M

=]

. Huntington's chorea
. Laurence-Moon-Biedl syndrome
. Myotonic dystrophy
9. Porphyria
10. Prader-Willi syndrome
11. Cthers
IV. Gestational diabetes mellitus (GDM)

Figura 1. Clasificacién de la Diabetes Mellitus (Expert Committee, 2002)
2.2 Diabetes Mellitus Tipo 1 o Insulinodependiente

La Diabetes Mellitus tipol (DM1) antes llamada insulinodependiente o juvenil, es una
forma muy heterogénea en su historia natural y clinica (Escobar y Tébar, 2009). Es
causada por destruccion de las células B pancreaticas, resultando una deficiencia en
la produccién de insulina y una eventual dependencia a la misma (Davidson, 2000).
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La American Diabetes Asociation (ADA), propuso clasificar la DM1 en Diabetes 1A,
para la diabetes mediada por procesos inmunitarios con destruccion de células 3
pancredticas, y Diabetes 1B, para la que no estd mediada por procesos inmunitarios
y se acompafia de una grave deficiencia de insulina. Por tanto, existen tres
componentes esenciales en la aparicion de la DM: la susceptibilidad genética de
base, la incidencia de factores ambientales y el desencadenamiento de
autoinmunidad (ADA, 2008).

Los principales determinantes genéticos en la DM1 se encuentran en el Complejo
Mayor de Histocompatibilidad (CMH), ademas de su asociacion a los locus para
antigenos de Histocompatibilidad (Human Leukocyte Antigen o HLA),
especificamente los de clase Il, ubicados en el cromosoma 6p21,3 (Islas y Reuvilla,
2004; Rosas et al.,, 2004). La clase Il contiene los genes A y B que codifican las
cadenas a y B que constituyen la estructura de las moléculas de esta clase en los
loci HLADR, DQA y DQB. Los loci DR y DQ tienen una especial significancia en la
etiopatogenia de enfermedades autoinmunes, especificamente, en la DM 1. Otros
genes relevantes son los denominados DOA, DMA, DMB que regulan el procesado
de moléculas HLAII (Escobar y Tébar, 2009; Sperling, 2003).

La DM1 también es asociada con la clase I, HLA A, B8, B1 y C. Otros elementos
genéticos en el CMH que pueden contribuir en el desarrollo de DM1, son los genes
HLA que codifican a una variedad de proteinas que desempefian diversos papeles
en la inmunidad; tal como el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFa), proteinas de
shock térmico y factores del complemento C2 y C4 (Davidson, 2000).

Si bien los genes del CMH tienen un importante papel en la susceptibilidad a DM, su
presencia no es suficiente para inducir la aparicion de la enfermedad; otro
componente importante se localiza en ciertos genes no CMH que sélo ejercen su
efecto en presencia de los genes CMH adecuados. En concreto, los polimorfismos
del promotor del gen de la insulina y el cambio en un aminoacido de la tirosina-
fosfatasa especifica de linfocitos (lyp, PTPN22) se han asociado a la DM (Gomis et
al., 2007).

Los factores ambientales pueden actuar a uno o varios niveles del suceso dinamico
de la autodestruccion de las células 3 como iniciadores, participantes o aceleradores
del comienzo de la larga historia de la autoagresion a la célula 3. Se conoce con
certeza que la DML1 se origina como consecuencia de una respuesta autoinmunitaria
contra las células 3 pancreaticas (mediada por células T). El término autoinmunidad
se define como “la ruptura de la (auto) tolerancia”, lo que significa que las células
inmunocompetentes comienzan a atacar los tejidos y las células del propio
organismo. En el caso de la DM 1 dicha definicién postula que “las células T
especificas para moléculas propias de las células B pancreaticas (auto antigenos)
existen normalmente pero estan reprimidas por mecanismos de autocontrol”
(Escobar y Tébar, 2009).
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2.3 Diabetes Mellitus tipo 2 o No Insulinodependiente

La Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) es conocida también como No insulinodependiente
o de aparicion tardia. Es la forma mas frecuente de Diabetes (representa cerca del
90% de los casos), caracterizada clinicamente por elevada frecuencia familiar,
aparicién clinica tardia, asociada a obesidad e hipertensién arterial, tendencia baja a
la cetosis y una mayor tendencia a la hiperosmolaridad no cetésica (Islas y Revilla,
2004).

En este trastorno metabdlico se dan dos hechos fundamentales, por una parte: la
resistencia de tejidos como el musculo, higado y tejido adiposo a la accién de la
insulina y, por otra, una disfuncién que también puede ser progresiva de las células
B pancreaticas (DC-B), que desde el punto de vista metabdlico puede evolucionar
como prediabetes (glucemia en ayunas alterada, intolerancia a la glucosa) o
diabetes franca, situacion que se hara dependiente de insulina cuando el fracaso de
la células 3 sea completo.

Como se mencion6 anteriormente, una caracteristica de la DM2 es que, a pesar de
gue evoluciona con niveles normales o elevados de insulina plasmatica, sus
defectos a nivel celular no se manifiestan en forma proporcional, lo que se conoce
como resistencia a la insulina (RI). Los mecanismos que desencadenan la RI no son
bien conocidos aunque pueden darse a nivel pre-receptor, receptor o post-receptor;
y se han descrito alteraciones en transmision de sefiales que en definitiva interfieren
en la captacion, transporte y utilizacion de glucosa. Ademas, la disfuncion endotelial
gue acompafia a la obesidad y DM2 ocasiona estrés oxidativo que puede inhibir la
sefalizacion del receptor de insulina y potenciar la RIl. Sin embargo, esta puede
desempeniar también un papel determinante en la DC-B; ademas de algunos otros
factores como la glucotoxicidad y la lipotoxicidad, pueden desencadenar la
disfuncién de células 3 (Escobar y Tébar, 2009; Islas y Revilla, 2004; Gomis et al.,
2007).

2.4 Estrés Oxidativo

El estrés oxidativo es provocado por un desequilibrio entre la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y la capacidad de un sistema biolégico de
detoxificar rapidamente y/o reparar el dafio; es decir, cada vez se generan mas y
mas ROS, los sistemas antioxidantes disminuyen su actividad y no pueden controlar
la generacion de ROS. Esto sugiere que la disfuncion mitocondrial en condiciones de
estrés oxidativo podria contribuir a la apoptosis, debido a la fuerte reduccion en el
suministro de energia celular (Kannan et al, 2000; Mayor-Oxilia, 2010).
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2.5 Especies Reactivas de Oxigeno

El oxigeno (O,) es indispensable para la vida; sin embargo, en determinadas
condiciones, ya sea por reacciones quimicas, acciones enzimaticas, por efecto de
radiaciones ionizantes entre otras; se pueden producir ROS, las cuales son capaces
de reaccionar con otros compuestos y/o moléculas presentes en el organismo,
provocando dafio celular.

Un radical libre (RL) es un atomo o molécula que contiene en su ultimo orbital, uno o
mas electrones desapareados; la presencia de este electrén desapareado provoca
que sean altamente reactivos e inespecificos. Las ROS son moléculas muy
inestables, por lo que tienen una vida media muy corta. Se producen en el
metabolismo del O, en todos los sistemas biol6gicos aerobios y reaccionan con
todas las moléculas que se encuentran a su alrededor: lipidos, carbohidratos,
proteinas y acidos nucléicos; la reaccion de una ROS con alguna de estas
moléculas, genera un segundo radical, que a su vez reacciona con una segunda
molécula, y asi sucesivamente, generando una reaccion en cadena. Entre las ROS
se incluyen al radical hidroxilo (OH"), el superéxido (O2’) y el peroxido de hidrogeno
(H20,), considerando también al NO y ONOOQO- (peroxinitrito) (Balz, 1994; Kannan et
al, 2000)

O Av ; \
{ozono) O3 02 —=—— 02 {(oxigeno en

R singulete)

A HY4 e- Oz (superdzide)
Py ! 2H+¢€

(FSII) (COX) Hz20z (peré=ido de
e Dj hidrégeno)

HO +HO (radical + ién

H+e; hidroxilo)
H'
2 Hz0
(MO

Arg —» NO'(éxido nitrice)  NO'+ 0z —» ONOO- /

+ citrulina (peroxinitrito)

Figura 2. Principales especies reactivas de oxigeno. Las especies de oxigeno reactivas se
generan por la ruptura o la excitacion del dioxigeno (O, Os, *O2) o por la reduccién parcial
del mismo (O,-, H,O,, HO.). El fotosistema Il (FSII) lleva a cabo la oxidacion completa del
agua en dioxigeno (fotosintesis) mientras que la oxidasa del citocromo ¢ (COX) efectia la
reduccion completa del dioxigeno en agua (respiracion). El 6xido nitrico (NO.) se produce
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por accién de la 6xido nitrico sintasa (NOS), en cambio, el peroxinitrito se produce de
manera espontanea. hv = energia de radiacion.

Las ROS estan involucradas en la etiologia de numerosas enfermedades como
padecimientos arterioscleroticos vasculares, isquemia, procesos de envejecimiento y
en la DM; en esta ultima, diversos estudios sugieren que las ROS juegan un
importante rol en la muerte de células B y en la progresién de la enfermedad
(Guigliano et al, 1996).

2.6 Mecanismo de defensa antioxidante

La exposicion a las ROS producidas por diversos procesos fisiolégicos o
ambientales, han llevado a los organismos aerobios a generar mecanismos de
defensa; estos pueden ser preventivos, de reparacién, de defensa fisica o de
defensa antioxidante.

La defensa antioxidante estd constituida por un grupo de sustancias, las cuales al
estar en bajas concentraciones con respecto a las ROS, retrasan 0 previenen
significativamente la oxidacién de un sustrato oxidable, puede ser cualquier molécula
organica o inorganica que se encuentre en células vivas: proteinas, lipidos,
carbohidratos y el DNA. Los antioxidantes impiden que otras moléculas se unan al
oxigeno, al reaccionar-interactuar mas rapido con RL y ROS que con el resto de
moléculas presentes; ya sea que se encuentren en membrana plasmatica, citosol,
nacleo o liquido extracelular. La accién del antioxidante es sacrificar su propia
integridad molecular para evitar alteraciones en las moléculas funcionalmente
vitales; esta funcién se realiza en medios hidrofilicos como hidrofébicos. Los
antioxidantes actian con el objetivo de mantener un equilibrio pro-
oxidante/antioxidante, siempre a favor de los ultimos (Jakoy et al, 1990).

Estos sistemas son tan diversos como las mismas ROS; ya que, pueden ser
sistemas antioxidantes enzimaticos o0 no enziméaticos; dentro de los enziméticos
encontramos la superéxido dismutasa dependiente de cobre y zinc (Cu/Zn- SOD) y
la isoenzima dependiente de manganeso (Mn-SOD), la catalasa, la glutation
peroxidasa (GPX), la glutatién reductasa (GR) y la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa
(G6PDH); y en los no enzimaticos, se encuentran el acido ascorbico o vitamina C, el
a-tocoferol o Vitamina E, el glutation reducido (GSH), los carotenoides, los
flavonoides, entre otros (Cascales-Angosto, 1999; Luna, 2010).
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2.6.1 Superoxido Dismutasa

En 1938, Mann y Keilin aislarén una proteina (verde-azulada) de sangre bovina, la
cual contenia cobre y nombraron haemocuprein. Trabajos posteriores, aislaron
proteinas similares: hepatocuprein, cerebrocuprein o citocuprein. Pero el primer
reporte en el cual se menciona el nombre de Superoxido Dismutasa (SOD) se
atribuye a McCord y Fridovich en 1969 (Halliwell et al, 2007). Esta enzima funciona
como parte del sistema de defensa celular que la protege de la toxicidad del O,. La
SOD cataliza la dismutacion del anién superéxido a peréxido de hidrogeno.

2 02- + 2 H+—> 02+ H202

En los mamiferos, esta familia esta formada por tres miembros, los cuales se ubican
en lugares claramente especificos, dos dentro de la célula y uno extracelular. La
primera SOD, tiene en su centro catalitico un cobre y un cinc (SOD-I 6 Cu/Zn-SOD)
y se encuentra en el citosol; una forma diferente de Cu/Zn-SOD (EC), aparece en
fluidos extracelulares. La segunda SOD, presenta un manganeso cOomo centro
catalitico y se localiza en la matriz mitocondrial de células eucariotas y en algunas
bacterias; y las formas Fe-SOD y Ni-SOD, se localizan en bacterias aerobias
(Cascales-Angosto, 1999; Konisgberg, 2008).
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2.6.1.1 Cu/Zn-SOD

La Superoxido Dismutasa dependiente de cobre y cinc (SOD-I) se localiza en el
citoplasma, nudcleo, peroxisomas y la membrana mitocondrial externa. Se descubri6
por vez primera en la bacteria luminiscente Photobacterium leiognathi. Es un
homodimero de 32 kDa que contiene dos sub-unidades proteicas de 153
aminoacidos cada una; las cuales presentan un sitio activo: uno de cobre y otro de
cinc, unidos por un imidazolato que es provisto por la histidina 63.

La Cu/Zn-SOD tiene la facultad de convertir radicales superdxido naturales en
oxigeno molecular y peréxido de hidrégeno. La SOD-I es de importancia catalitica
solo por el cobre; ya que el cinc, confiere Unicamente estabilidad estructural
(Cascales-Angosto, 1999; Haliwell et al, 2007; Konisgberg, 2008).

2.6.1.2 Mn-SOD

La mitocondria es el organelo sometido a mayor estrés oxidativo; ya que del 4 al 5%
de los electrones involucrados en la cadena respiratoria se desvian de su funcién
reductora; por lo que, la Superéxido Dismutasa dependiente de manganeso (SOD-II)
es una importante enzima antioxidante homotetramérica de 88 kDa.

Esta enzima mitocondrial es codificada en el nlcleo y es transportada a través de la
membrana mitocondrial hacia la matriz mitocondrial; su expresion esta regulada por
el estado redox de la mitocondria. El mRNA codifica un homotetradimero de 22kDa
en cada sub-unidad y posee un Mn*? por monémero.

La SOD-II se une a los subproductos del superéxido, resultante de la fosforilacion
oxidativa, convirtiéndolos en peréxido de hidrégeno y oxigeno diatbmico
(Konisgberg, 2008; Luo, 2001).

hMn=3 ECG-DE )

X

Mn=*S0OD Mn*2500
HEGE MH'EEDD-‘:‘E'%GE

Fig. 4 El O, es convertido a H,O, y O, por Mn-SOD
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2.6.2 Catalasa

La catalasa es una enzima antioxidante homotetramérica con un grupo hemo (Fe*3)
de 240kDa. Su funcion principal es convertir el peroxido de hidrégeno en agua y

oxigeno molecular:
H202 — 2 Hzo + 02

Al estar ausente la catalasa el H,O, se acumula y, en presencia de metales de
transicion como el hierro o cobre, genera el radical hidroxilo que posee elevada
reactividad para reaccionar con macromoléculas:

O,-+ Fe SN 02 + Fez+
H,O, + Fe** — "‘OH + OH- + Fe*"

La catalasa se encuentra presente en la mayoria de las células aerobias,
encontrandose en mayor proporcién en el higado, riidn y eritrocitos. A nivel
subcelular, la catalasa se encuentra en peroxisomas (80%) y citosol (20%).

Se han identificado tres grupos de catalasas:

i) Las catalasas monofuncionales, que contienen un grupo hemo y estan
presentes tanto en los organismos procariotas como eucariotas.

i) Las Mn-catalasas, son enzimas hexaméricas que no tienen grupo hemo; su
sitio activo tiene un atomo de Mn y estan presentes sélo en procariotas
anaerobios.

iii) Las catalasas-peroxidasas, que tienen actividad de catalasa y de peroxidasa;
contienen un grupo hemo y solo se presentan en bacterias y hongos.

La catalasa puede ser inhibida por la azida, el cianuro, el 3-amino-1, 2, 4-triazol,
GSH vy el ditiotreitol (Halliwell et al, 2007; Cascales-Angosto, 1999; Konisgberg,
2008).

2.7 Apoptosis

Es un proceso fundamental para un organismo. Su funcién principal es la remocién
selectiva de células durante la remodelacion de érganos y tejidos, asi como la
involucion de ciertos érganos, la renovaciéon de tejidos de recambio, la eliminacién
de células infectadas o dafiadas geneticamente que pueden ser perjudiciales para
las células cercanas. La apoptosis se caracteriza por una gran variedad de cambios
morfoldgicos y fisioldgicos (Chandra et al, 2001; Mandrup-Poulsen, 2001).
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Una de las alteraciones tempranas de una célula apoptética es la pérdida del
potencial transmembranal mitocondrial. ElI nacleo de la célula sufre alteraciones
tanto en la cromatina, la cual se condensa; como en la membrana nuclear, los poros
nucleares se redistribuyen. La membrana celular se deforma y sufre numerosos
abombamientos, las cisternas del reticulo endoplasmico (RE) se ensanchan y
fusionan, los fosfolipidos de la membrana celular cambian de orientacion y se
exponen al exterior y, en los estadios finales, se forman los cuerpos apoptoticos, que
son agrupamientos de citoplasma rodeados de membrana celular (Ramirez, 1999;
Kerr, 1972).

La muerte celular programa o apoptosis, puede ser desencadenada por diversos
estimulos: intervienen sefales intracelulares (via intrinseca) y sefiales extracelulares
(via extrinseca) (Choi et al, 2010).

La via extrinseca se inicia en el citoplasma por la activacion de los llamados
receptores de la muerte, pertenecientes a la superfamilia de receptores TNF/NGF,
los cuales provocan apoptosis después de la union a sus ligandos o a anticuerpos
especificos. Los miembros de esta familia son proteinas transmembrana de tipo |,
presentan un extremo intracelular carboxilo terminal, una region transmembrana y un
extremo extracelular amino terminal. Estos receptores de la muerte son activados a
través de una interaccion con su ligando natural, un grupo de citocinas
complementarias que pertenecen a la familia de proteinas TNF, con excepcién de la
LT-a. Se conocen 6 receptores de la muerte: Fas (D95 o APO-1), TNF (p55 o
CD120a), TRAIL-R2 (DR5 o APO-2 o KILLER), Receptor de la muerte 3 (DR3 o
APO-3 0 TRAMD o WSL-1 o LARD) y el receptor de la muerte 6 (DR6) (Chandra et
al, 2001; Choi et al, 2010; Yin et al, 2003).

La via intrinseca o mitocondrial, es activada en respuesta al estrés celular como la
hipoxia, la deprivacién de factores de supervivencia, al shock térmico o por dafio al
DNA. La regulacién de esta via es a través de la interaccién entre los miembros de
la familia de proteinas Bcl-2: consiste en miembros pro y anti apoptosis. Los
miembros pro-apoptosis, Bax, Bak, Bad y Bid, funcionan como sensores de las
sefiales de muerte y ejecutores de la muerte celular programada; mientras que los
miembros anti-apoptosis, Bcl-2 y Bcl-y, inhiben la iniciacion del mismo (Sanchez-
Torres et al, 2003; Yin et al, 2003).

Como se menciond, la muerte celular programada puede ser activada por diversos
estimulos; sin embargo, tiene como componente central al grupo de las caspasas,
las cuales son enzimas proteoliticas dependientes de tioles (residuos de cisteina)
caracterizadas por su especificidad para hidrolizar péptidos y proteinas con residuos
de aspartato (cisteinil proteasas aspartato-especificas) (Dubin et al, 2000). Las
caspasas pueden dividirse en 2 grandes familias: aquellas que se cree que
desempeiian un papel central en la apoptosis (Caspasa -2,-3,-6,-7,-8,-9,-10 y -12) y
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las més estrechamente relacionadas a la caspasa-1, cuya funcioén principal parece
ser el procesamiento de citocinas (Yin et al, 2003).

Otra ruta de activacion de las caspasas, ademas de la via intrinseca y extrinseca, es
iniciada por linfocitos T citotoxicos (Sistema Inmune). Esta ruta contiene gran
variedad de enzimas citotoxicas, pero las de particular importancia son la granzima
B y la perforina. Esta ultima, permeabiliza la membrana plasmatica de la célula
blanco permitiendo asi la entrada de granzima B, que activa la Caspasa-3 (Chandra
et al, 2001; Tin et al, 2003).
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Fig. 4 Via intrinseca y extrinseca de la apoptosis (Choi et al, 2009)

2.8 APOPTOSIS EN TEJIDO PANCREATICO

La apoptosis juega un papel importante en los organismos, manteniendo un control
sobre el numero de células de los tejidos; tanto en el desarrollo embrionario como en
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algunos sistemas del adulto. De esta manera se pueden eliminar células que tienen
funciones transitorias durante determinadas etapas del desarrollo (UNBA, 2005).

La transicion de células 3 fetales a células (B adultas durante la remodelacion
fisiologica del pancreas esta fuertemente influenciada por apoptosis. Durante la vida
fetal en ratas y humanos, la rapida y gran expansion de la masa de células B se
caracteriza por la neogénesis celular B, dotando asi al pancreas con un numero
adecuado de células B.

Segun Kassem (2000), en humanos, durante las semanas 17-32 de gestacion y
después de los primeros seis meses de vida, la apoptosis B-celular es relativamente
rara (0.6 £ 0.2 y 0.8 = 0.03 %, respectivamente), en contraste con el periodo
perinatal (dos meses antes y dos meses después del nacimiento) existe un
incremento en la frecuencia de apoptosis 8- celular.

En el adulto la masa de células 3 es proporcional al peso corporal y esta bajo control
homeostéatico de modo que la secrecion de insulina es proporcional a la demanda de
la misma. La vida media de las células B se estima en 60 dias, en condiciones
normales mas o menos el 0.5% de estas van a la apoptosis. La apoptosis influye en
la dindAmica de la masa celular  del adulto; por ejemplo, existe un aumento de 2.5%
en la masa de células B durante el embarazo, esto debido a la demanda de insulina
que el feto impone y la cual es seguida por involucion rapida y eficaz de apoptosis
en el posparto para regresar al estado inicial (Castillo, 2005; Reed et al, 2011).

Sin embargo, la muerte celular programada ademas de jugar un rol importante en la
regulacion del numero celular en el organismo, también tiene relevancia en el
etiologia de diversas enfermedades, tales como enfermedades autoinmunes,
neurodegenerativas, hematoldgicas, viricas, cancer y Diabetes Mellitus. Esta ultima
se genera por una apoptosis excesiva de células B pancreaticas, provocada por
caspasas, ROS, citocinas y el Fas-L, provocando asi DM1 y 2 (Chandra, 2001;
Mandrup-Poulsen, 2001; Ramirez, 1999).

2.9 Hormonas Esteroides Sexuales

En los mamiferos existen tres érganos endocrinos principales que se especializan en
la produccion de hormonas esteroides: la corteza de las glandulas suprarrenales, el
ovario y el testiculo. Durante la gestacion la placenta es considerada como una
fuente adicional en la sintesis de esteroides.

Las hormonas esteroides son derivados del colesterol; por lo que, su estructura

guimica es similar, pues poseen un nucleo comun de ciclopentanohidrofenantreno.

Dentro de estas hormonas esteroides sexuales se encuentran los estrégenos,

andrégenos y progestagenos, conocidos también como esteroides C-18, C-19 y C-

21, respectivamente. Como su estructura quimica esta basada en el colesterol, no
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son solubles en agua; es decir, son lipofilos. Se difunden pasivamente a través de
las membranas celulares, tanto para salir de la célula productora como para entrar a
la célula diana. Una vez que salen de la célula productora, viajan por el torrente
sanguineo unidas a proteinas transportadoras: la CBG o transcortina, la globulina
fijadora de hormonas sexuales (SHBG) y la albumina; las cuales evitan su
degradacion enzimatica o aumentan su vida media. Al entrar a la célula diana, se
unen a receptores especificos: receptores clasicos o receptores citoplasmicos. El
complejo hormona-receptor migra al nucleo en donde actia como factores de
transcripcion uniéndose al DNA, activando o reprimiendo uno 0 mas genes; estos a
su vez, generan nuevo mRNA que dirige la sintesis de nuevas proteinas. A esta ruta
se le conoce como via genémica.

Sin embargo, existe una segunda via, la cual es de naturaleza no genémica, en la
que los esteroides ejercen efectos rapidos en los 6érganos blanco, actuando bajo tres
diferentes mecanismos, uniéndose a receptores membranales con una estructura
idéntica a los receptores clasicos o, uniéndose a receptores con una homologia
parcial al receptor clasico o, finalmente, uniéndose a receptores con una estructura
sin relacion alguna con el receptor clasico. Estos mecanismos estan involucrados
con vias de transduccion de sefales intracelulares, en donde intervienen proteinas
cinasas, fosfolipasas y otras moléculas transductoras (Silverthorn, 2008; Voet &
Voet, 2006).

2.10 Andrégenos

Las hormonas esteroides sexuales masculinas son conocidas como andrégenos y
son las responsables del desarrollo fenotipico masculino durante la embriogénesis y
en la maduracion sexual en la pubertad. Los tres andrégenos principales en la
funcién reproductiva masculina son la testosterona, la dihidrotestosterona y el
estradiol (Gardner et al, 2008).

Los testiculos producen aproximadamente del 90 al 95% de los andrégenos. Las
células de Leydig son las encargadas de la biosintesis de los andrégenos. El
colesterol para la esteroidogénesis es adquirido por endocitosis de LDL, de esteres
de colesterol de HDL o puede ser sintetizado de novo a partir de la acetil-CoA. El
colesterol es convertido, por las células de Leydig en pregnenolona dentro de la
mitocondria por el citocromo P450; después es liberada y transportada al REL,
donde se completa la biosintesis.

La biosintesis de colesterol a testosterona puede ocurrir por dos mecanismos: a
partir de 17-hidroxi-pregnonelona o ruta A5, y a partir de 17-hidroxi-progesterona o
A4. En el humano predomina la ruta A5, mientras que en los roedores la ruta A4. Los
esteroides intermedios de la ruta A5, pueden convertirse en los esteroides de la ruta
A4 correspondiente.
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La biosintesis de los andrégenos es regulada por el eje hipotalamo-hipdfisis-
gonadas; la hormona liberadora de la hormona leuteinizante (LHRH) estimula la
liberaciébn de hormona leuteinizante (LH), la cual a su vez, activa la androgénesis
(Rojas et al, 2011; Kronenberg et al, 2008; Gardner et al, 2008; Bagatell et al, 2003).

Colesterol
Pd50ssc
Pregnenalona
P450¢17 3p-OH
A*5-isomerasa
17-0H pregnenolona Progesterona
3f-0H

17,20 liasa A lsomerasa P450c17

L | L
Dehidroepiandrosterona (DHEA) 17-0H progesterona

3p-DH

17 -ketorreductasa AV 5-isomerasa 17,20 liasa
Y
Androstenodial Andrnstenud iana
3f-DH 17 -ketorreductasa aromatasa
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Testosterona aromatasa 17 -ketoreductasa
H,C OH
H,C Estradial

Sc-reductasa

Dihidrotestosterana (OHT)

Fig. 4 Metabolismo de esteroides en el testiculo. La sintesis de testosterona puede llevarse a cabo a
partir de la 17-hidroxi-pregnenolona (ruta A5) o a partir de la 17-hidroxi-progesterona (ruta A4). La
importancia de estas dos vias varia segun la especie. En el humano la via mas importante para la
sintesis de testosterona es la ruta A5 mientras que en los roedores es la ruta A4 (Rojas et al, 2011).
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2.10.1 Testosterona

La testosterona es el principal androgeno producido en el hombre, y es necesario
para la diferenciacion sexual masculina, el desarrollo de la pubertad, el
mantenimiento de los caracteres sexuales secundarios y la espermatogénesis.
Ademas, tiene efectos adicionales en musculo, hueso, en la coagulacion, en la
hematopoyesis y en el sistema inmune.

CH O

CH

0

Fig. 5 Estructura molecular de la Testosterona.

La testosterona se metaboliza predominantemente en el higado; aunque también se
degrada en algunos otros tejidos periféricos, particularmente en la préstata y en la
piel (Kronenberg et al, 2008; Bagatell et al, 2003).

Diversas investigaciones han demostrado que la testosterona minimiza los efectos
del estrés oxidativo: Alhbom et al (2001) demostraron que las células granulo
cereberales tratadas in vitro con testosterona son protegidas de los dafios del estrés
oxidativo, ademas observaron que después de la administracion in vivo, la
potenciacion de las defensas antioxidantes parece jugar un papel importante en la
proteccion otorgada por la testosterona.

De igual forma Hammond et al (2001) reportaron que la testosterona tiene un efecto
neuroprotector en contra de la apoptosis. Morimoto et al (2005) y Palomar-Morales
et al (2010) demostraron que la testosterona presenta un efecto anti-apoptotico
contra el dafo producido por STZ. Sin embargo, el mecanismo por el cual la
testosterona protege a las células de este dafio, no es bien conocido.

2.10.2 Dihidrotestosterona

En el hombre, del 4-8% de la testosterona sufre reduccion por la 5a-reductasa,
formando DHT; la cual juega un rol crucial en la formacion de los genitales externos
masculinos y de la prostata durante la vida fetal. En el adulto, la DHT es asociada
con gran variedad de condiciones crénicas, incluyendo la hiperplasia prostatica, la
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alopecia androgénica, el acné vy, tal vez, en el carcinoma prostatico (Bagatell et al,
2003).

OH

O

:

Fig. 6 Estructura molecular de la dihidrotestosterona. La estructura es muy similar a la de
testosterona, la diferencia es el doble enlace en el anillo A (lado izquierdo).

Al igual que la testosterona, la DHT también ha sido motivo de diversas
investigaciones: Simoes et al (2013) demostraron que la DHT y el 17B-estradiol,
actian como moduladores de sefalizacion de apoptosis en células de Sertoli
inmaduras, ademas sugieren que los andrégenos y estrégenos pueden ser capaces
de modular vias independientes de la apoptosis mediante la regulacion de diferentes
factores pro-apoptéticos.

2.10.3 Dehidroepiandrosterona

La DHEA es un metabolito intermedio en el metabolismo de las hormonas esteroides
sexuales. Algunos de sus efectos fisioldgicos son la eritropoyesis y también es la
responsable de la aparicion del acné en los jovenes, etc. Su biosintesis se realiza
principalmente en la zona reticular de la corteza suprarrenal, en las gonadas y en el
cerebro; y la mayor parte de la DHEA en el torrente sanguineo se encuentra como
DHEA-s (Kronenberg et al, 2008).
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Fig.7 Estructura molecular de la dehidroepiandrosterona. El doble enlace aparece en el anillo B (Lado
izquierdo), en comparacion con la Testosterona, que lo presenta en el anillo A, y la
dihidrotestosterona que no presenta doble enlace.

La funcion especifica de esta hormona no es bien conocida; sin embargo, se cree
gue su importancia radica en su papel como pre-hormona. Se ha demostrado que la
DHEA puede utilizarse en distintos padecimientos, pues disminuye el crecimiento de
tumores cancerosos y produce mejorias en enfermedades autoinmunes (Hampl y
Starka, 2000). También se demostré que la DHEA-s, a la que no se le ha conferido
accion biolégica, tiene efectos antidiabéticos en ratas (Kanauchi et al, 2001) al inhibir
la produccién de RL. Sus propiedades antioxidantes se relacionan con la liberacion
de insulina por las células 3 pancreaticas (Aragno et al, 2000; Dillon et al, 2000).

Por lo anterior, se cree que el papel de la DHEA es muy importante, no solo porque
actla como precursor hormonal, sino también por su actividad como modulador
directo de las vias de sefalizacion intracelular, tanto gendémicas como no
gendmicas.

2.11 Estreptozotocina

La STZ (2-deoxy-2-(3-(metil-3-nitrosourea)-1-D-glucopiranosa), es un agente
alquilante producido por Streptomycetes acrhomogenes. Su mecanismo de accion
es complejo, altera primero la oxidacion de la glucosa para ser captado por las
células B, para después disminuir la biosintesis y secrecién de la insulina. Las
células B pancreaticas captan la STZ a través del transportador de glucosa GLUT-2;
se atribuye la toxicidad de ésta a las propiedades especificas del transportador. La
STZ provoca aductos o roturas en la cadena de DNA, esto a su vez activa la poli-
(ADP ribosa)-sintetasa, una enzima que polimeriza la ADP-ribosa del NAD para
formar poli-(ADP ribosa), la activacion de la poli-(ADP ribosa) sintetasa causa un
agotamiento letal del NAD, provocando una disminucion en el rendimientos u
viabilidad de las células B (Okamoto, 1985; Schnedl et al, 1994; Weiss, 1982).
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Fig. 8 Molécula de Estreptozotocina

Durante el metabolismo de la STZ se producen varios intermediarios toéxicos como el
NO-, radicales metilo y ROS, los cuales también contribuyen en la fragmentacion del
DNA y evocan otros dafios en las células (Gonzalez et al, 2002; Perschke et al,
2000; Skudelski, 2001).

Okamoto (1985) sugiere que la activacion de la poli-(ADP ribosa)-sintetasa esta
involucrada en la patogénesis de la DM tipo 1, por esta razén la STZ es
extensamente usada para producir diabetes experimental en roedores (Morimoto,
2010). Existen dos modelos de induccion de diabetes experimental, uno es por dosis
Gnica y el otro es el de dosis multiple. La méas frecuente para inducir DM1 en
roedores adultos es la de dosis Unica, usando entre 40 y 60 mg/kg de peso
(Skudelski, 2001; Gonzalez et al, 2002).
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Figura 9. Mecanismo de accién de la Estreptozotocina (Tomado de Skudelski, 2001).
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3. MATERIALES Y METODOS

Para el presente estudio se utilizaron 20 Ratas Wistar macho sanas, de entre 200 a
250 g de peso, que fueron proporcionadas por el Bioterio de la FES lztacala y donde
se mantuvieron en condiciones controladas de humedad (16%), fotoperiodo de
(12:12) y temperatura (22° C), a los cuales se les proporciono agua y alimento ad
libitum.

3.1 Disefio Experimental

Las ratas se castraron por laparotomia, bajo anestesia con ketamina-xilazina (70y 7
mg/ kg de peso, respectivamente), terminada la intervencion se les administro 0.1 ml
de antibiético (1 g ampicilina/1 mL solucién salina) para evitar infecciones.

Transcurridas 72 horas, las ratas fueron separadas aleatoriamente en grupos de 5
sujetos, denominados; VEH, TESTO, DHT y DHEA. Se les aplicé una dosis Unica
intraperitoneal de 100 uL de hormona correspondiente o bien, de aceite de maiz en
el que fueron diluidas. Después de 24 horas se les administro la Unica dosis de STZ
(60 mg/kg de peso en amortiguador de citratos).

Después de 6 horas, los sujetos experimentales fueron sacrificados con una
sobredosis intramuscular de pentobarbital sédico (50 mg/Kg); se disecé el pancreas
y se fij6 el tejido durante 24 horas en paraformaldehido 4% en PBS frio.

3.2 Inclusion del tejido pancreatico

Los pancreas fijados fueron enjuagados con agua corriente durante 2 horas;
después se deshidrataron sumergiéndolos de manera sucesiva en concentraciones
crecientes de alcohol etilico (25,50,75,80,90,96 y 100%), en xileno-etanol absoluto
(1:1) y xileno 100% para después ser incluidos en paraplast plus.

Se realizaron cortes de 5 um de grosor, colocandolos en laminillas recubiertas con
poli-L-lisina. Estas fueron almacenadas en cajas porta laminillas para posterior
reaccion inmunohistoquimica.

3.3 Técnica Inmunohistoquimica

Se realiz6 la técnica inmunohistoquimica para la deteccibn de enzimas
antioxidantes, Catalasa, Mn-SOD y Cu/Zn-SOD de la siguiente manera:

Las laminillas se desparafinaron por 30 minutos a 50° C y se incluyé una mas como
control negativo.

Se colocaron en Xilol entre 5y 10 min.

Para bloquear la peroxidasa endogena fueron incubadas en metanol suplementado
con H20,0.3% durante 30 minutos.
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Se rehidrataron en alcoholes en concentraciones decrecientes (100, 96, 90, 80,
70%) por tres minutos cada uno.

Se colocaron en una camara humeda en posicion horizontal, para ser incubadas con
solucion de bloqueo: 50 mg BSA + 5 pL Triton X-100 + 1 ml PBS, durante una hora a
temperatura ambiente. Esto con el fin de evitar que alguna molécula de la proteina
en la muestra tisular reaccione de manera inespecifica con el anticuerpo primario,
causando una lectura equivocada de la expresion de la enzima antioxidante
(Catalasa, Mn-SOD y Cu/Zn-SOD).

Transcurrido el tiempo, las laminillas se escurrieron lo mas posible para ser
incubadas con el anticuerpo primario en la siguiente solucion:

e Para Cu/Zn SOD: anticuerpo de oveja 1:300 anti-Cu/Zn-SOD humana
(Calbiochem).

e Para Mn-SOD: anticuerpo de conejo 1:300 anti-Mn-SOD humana (Santa
Cruz).

e Para Catalasa: anticuerpo monoclonar de ratén 1:250 anti-catalasa humana
(Sigma Chemical Co).

Se incubaron durante toda la noche a 4° centigrados.

Al siguiente dia se sec0, con papel absorbente, el exceso de liquido en las laminillas
y se lavaron tres veces con PBS, 5 minutos cada vez.

Las laminillas se incubaron con el anticuerpo peroxidado secundario:

e Para Cu/zn SOD: anticuerpo de conejo monoclonal 1:200 anti-lgG de oveja
(Vectra).

e Para Mn SOD: anticuerpo de oveja policlonal 1:200 anti-lgG de conejo (Santa
Cruz).

e Para Catalasa: anticuerpo de cabra monoclonal 1:200 anti-lgG de ratdn
(Santa Cruz).

Se incubaron durante dos horas en camara humeda a temperatura ambiente.

Transcurrido el tiempo de incubacién, las laminillas se secé el exceso de liquido y se
lavaron tres ocasiones con PBS, 5 minutos cada vez.

Se adicion6 el complejo AB (segun instrucciones del kit PK-6106 de Vecta Stain para
SOD-I, SC-2018 de Sta. Cruz para SOD-Il y SC-2017 de Sta. Cruz para Catalasa) y
se dejaron reposar por 1 hora a temperatura ambiente.
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Se seco el exceso de liquido y se realizaron dos lavados con PBS por cinco minutos
cada uno.

La solucién de Reaccion de Diaminobencina (DAB SK-4100 Vector Laboratories) se
aplica directamente sobre las laminillas: 2.5 mL de Agua bidestilada + 1 gota buffer
pH 7.5 + 1 gota de H,0, + 2 gotas DAB.

Se realizaron dos enjuagues con PBS y las laminillas se contra tifieron con
hematoxilina durante 10 minutos. El color se vir6 con Carbonato de Sodio 0.5%, Se
enjuagaron con agua de 2 a 5 minutos. Se enjuagaron de nuevo con PBS por 5
minutos. Y finalmente se deshidrataron con alcoholes en concentraciones crecientes
(70, 80, 90, 96 y 100%), se trasfirieron a Xilol y se montaron en medio de montaje
para inmunohistoquimica entellan.

Al siguiente dia se observaron en un microscopio 6ptico (Leica DM 500 con camara
EC3), se tomaron fotos con el Software LZ-Leica version 2.0.0. Posteriormente se
analizo la diferencia de color (escala de grises) de las fotografias obtenidas bajo el
programa Image Pro-Plus (Palomar-Morales et al., 2010).

3.4 Tincién de TUNEL

Para detectar la apoptosis, se utilizd el ensayo de TUNEL (deoxynucleotidyl
transferase (TdT)-mediated dUTP-biotin nick-end-labeling); es un proceso por el cual
se marcan de manera fluorescente las células que estan muriendo por apoptosis, ya
que la enzima desoxinucleotidil transferasa marca cadenas de DNA de 200 pb, por
la transferencia de un nucleétido unido covalentemente al fluor6foro, siendo mas
frecuentemente usado el isotiocianato de fluoresceina (FITC).

Para esta tincion se utiliz6 TUNEL In Situ Cell Death Detection Kit, AP (Roche, REF
11 684 809 910) bajo el siguiente procedimiento:

Se desparafinaron las laminillas durante 30 minutos a 50-60° centigrados.

Se rehidrataron en alcoholes en concentraciones decrecientes (100, 96, 90, 80,
70%).

Se incubaron con 100 pL de Proteinasa K (Roche, REF 03 115 887 001) durante 25
minutos en camara humeda a temperatura ambiente: 1 pL Proteinasa K + 1 Tris 10
mM pH 7.4.

El exceso de liquido se sec6 con papel absorbente y se lavaron tres veces en PBS
durante cinco minutos cada vez.

Se incubaron con solucion de permeabilizacion, Triton X-100 0.1% en PBS, a 4°
centigrados durante 2 minutos.
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El exceso de liquido se sec6 con papel absorbente y se lavé con PBS, 5 minutos
cada vez.

El control positivo se incub6 con DNAsa | (Roche, 10 104 159 001, 2000 UK/mg) 5
mg + 1 mL PBS, durante 10 minutos a 37° centigrados. Transcurrido el tiempo se
lavo tres veces con PBS durante 5 minutos.

Se incubaron las laminillas con 30 pL de la mezcla preparada con la solucion
amortiguadora y la solucion enzimatica, de acuerdo con las instrucciones del
fabricante, durante 40 minutos a 37° centigrados.

Finalmente se mont6 en medio para fluorescencia (Ultra Cruz Mounting Medium SC-
14941, Sta Cruz) y se sellaron con barniz de ufias.

Al siguiente dia se visualizaron en un microscopio de epifluorescencia Leica, Modelo
DMLB con filtros 13 para FITC y filtro A para DAPI (Palomar-Morales et al, 2010;
Morimoto et al, 2005)

Se capturaron imagenes, en las cuales se contaron nucleos totales y los ndcleos que
presentaron apoptosis.

3.5 Andlisis estadistico

Los resultados de las pruebas Inmunohistoquimicas y la Tincibn de TUNEL se
analizaron estadisticamente con la prueba ANOVA simple y cuando fue requerido se
realizdé la prueba LSD (Least significant difference). El andlisis se realiz6 en el
programa IBM SPSS 21.0 para Windows.
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4. RESULTADOS.
4.1 Inmunoexpresion de Catalasa

La expresion de Catalasa en islotes pancreaticos de ratas macho con dafio por STZ
y tratadas con derivados androgénicos, no mostro diferencias significativas entre los
distintos tratamientos. Sin embargo, como se observa en la grafica 1, existe una
ligera tendencia a incrementar la expresion de esta enzima en el tejido pancreético
tratado con Dehidroepiandrosterona, con respecto a la Testosterona Yy
Dihidrotestosterona.
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Grafica 1. Expresion de Catalasa en islotes pancreéticos. Se evalué la intensidad de color (densidad
media en escala de grises) en células inmunopositivas.

En las figuras 5, 6, 7 y 8 se observan imagenes representativas de islotes de
Langerhans obtenidas después de realizar la técnica Inmunohistoquimica. La
presencia del color café determina la presencia de Catalasa (enzima microsomal) en
islotes pancreaticos, notese la diferencia en la intensidad de color en cada uno de
los tratamientos
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Fig. 10 Inmunoexpresion de
catalasa en corte de pancreas
por efecto de tratamiento con
STZ + Vehiculo

Fig. 11 Inmunoexpresion de
catalasa en corte de pancreas
por efecto de tratamiento con

33 STZ + Testosterona



Fig. 12
Inmunoexpresion de
catalasa en corte de
pancreas por efecto

de tratamiento con
STZ + DHT

Fig. 13 Inmunoexpresion de
catalasa en corte de
pancreas por efecto de
tratamiento con STZ +

34 DHEA




4.2 Inmunoexpresion de Cu/ZN-SOD

La inmunoexpresion de Cu/Zn-SOD (citosélica) en islotes pancreaticos de ratas
machos con dafio por STZ y tratadas con Testosterona, DHT y DHEA, no presenta
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos empleados.
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Intensidad en escala de grises
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VEHICULO + STZ T+5TZ DHT + STZ DHEA + STZ

Tratamiento

Gréfica 2. Expresion de Cu/Zn-SOD en islotes pancreéticos. Se evalud la intensidad de color

(densidad media en escala de grises) en células inmunopositivas.

Sin embargo; la Grafica 2 muestra que la expresiéon de Cu-Zn-SOD tiende a
decrecer con los tratamientos de Testosterona y DHT, observando una expresion
mayor, pero no significativa, con DHEA.
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Fig. 14 Inmunoexpresion de

SOD en corte de

Cu/Zn

pancreas por efecto de

tratamiento con STZ +

Vehiculo.

Fig. 15 Inmunoexpresion de
Cu/Zn-SOD en corte de

pancreas por efecto de

tratamiento con STZ +

Testosterona.
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Fig. 16 Inmunoexpresion de
Cu/Zn-SOD en corte de
pancreas por efecto de

tratamiento con STZ + DHT.

Fig. 17 Inmunoexpresion de
Cu/Zn-SOD en corte de
pancreas por efecto de
tratamiento con STZ +

DHEA.
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Las anteriores figuras (9, 10, 11 y 12), muestran imagenes representativas de cortes
de tejido pancreatico en donde se observa la presencia de Cu/Zn- SOD (color café).
La intensidad de color varia de acuerdo al tratamiento aplicado, lo que indica una
mayor o menor expresion de la enzima antioxidante evaluado.

4.3 Inmunoexpresion de Mn-SOD

La grafica 3 muestra la inmunoexpresion de Mn-SOD (mitocondrial) en islotes de
Langerhans de ratas macho diabéticas inducidas con STZ y tratadas con derivados
androgénicos. Aunque no existen diferencias estadisticamente significativas entre
los tratamientos, se observa una tendencia de incremento en la expresion de la
enzima con tratamiento de DHEA, en comparacién con los otros tratamiento; asi
mismo, la expresion de SOD Il es ligeramente mayor con DHT que con
Testosterona.
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Gréfica 3. Expresién de Mn-SOD en islotes pancreaticos. Se evalud la intensidad de color (densidad
media en escala de grises) en células inmunopositivas.

En las siguientes figuras (18, 19, 20 y 21) se muestran fotografias representativas de
islotes pancreaticos en donde se evalud la Inmunoexpresion de la Mn-SOD.
38



Fig. 18 Inmunoexpresion de
Mn-SOD en corte de
pancreas por efecto de
tratamiento con STZ +
Vehiculo.
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Fig. 19 Inmunoexpresiéon de
Mn-SOD en corte de
pancreas por efecto de
tratamiento con STZ +
Testosterona.
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Fig. 20 Inmunoexpresion de
Mn-SOD en corte de
pancreas por efecto de
tratamiento con STZ + DHT.

T
‘ %

Fig. 21 Inmunoexpresién de
Mn-SOD en corte de
pancreas por efecto de
tratamiento con STZ +
DHEA.
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El andlisis estadistico de nuestros datos no mostrd diferencias significativas; sin
embargo, se observa una tendencia de incremento en la expresion de Catalasa,
Cu/Zn-SOD y Mn-SOD en células B pancreaticas con dafio por STZ y tratadas con
dehidroepiandosterona. Asi mismo, la expresion de estas enzimas tiende a decrecer
al administrar testosterona o dihidrotestosterona.
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4.4 Porcentaje de apoptosis en células  pancraticas.

La apoptosis de células B pancreaticas fue estudiada por el método de TUNEL y
observada por microscopia de fluorescencia. Los nuacleos fluorescentes fueron
contados y reportados como porcentaje en relacion al total de nucleos en islotes de
Langerhans.

El tratamiento con aceite de maiz (vehiculo) aplicado a ratas macho castradas y con
dafio por STZ presentd un 29.61 + 15.10% de apoptosis. A continuacion se muestra
una foto representativa de este tratamiento.

Fig. 17. Corte histologico de 5
um de tejido pancreatico tratado
con aceite de maiz (vehiculo).
En la figura A se muestran los
ndcleos totales; mientras que en
la figura B, se observan, en
color verde, los nicleos que se
encuentran en apoptosis.
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Como se esperaba la Testosterona revirtio el dafio que ocasiona la STZ en células B
pancreaticas de ratas macho castradas. El grupo tratado con esta hormona esteroide
present6 14.19 + 8.09 % de apoptosis en islotes de Langerhans, demostrando asi, que la
testosterona protege a las células B pancreaticas del dafo producido por la STZ.

Fig. 18. Corte histologico de 5 ym de tejido pancreatico tratado con testosterona. En la figura A se
muestran los n(cleos totales; mientras que en la figura B, se observan, en color verde, los nucleos
gue se encuentran en apoptosis.
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El tratamiento con dihidrotestosterona aplicado en ratas macho castradas y con
dafio por STZ, present6 26.12 + 4.38 % de apoptosis en islotes pancreéticos.

Fig. 19. Imagen representativa de corte histolégico de 5 ym de tejido pancreético tratado con DHT. La
figura A muestra, en color azul, los nucleos totales; mientras que la figura B, se observan los niicleos
en apoptosis.
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En las células B de los sujetos tratados con dehidroepiandosterona solo existe 4.59 +
6.20 % de apoptosis. Esto indica que el efecto protector de la DHEA en células
pancreaticas, es mayor al que presenta la dihidrotestosterona y testosterona.

Fig. 20. Tejido pancreatico (corte de 5 ym) de rata macho castrada con dafo por STZ y tratado con
dehidroepiandrosterona. A= nucleos totales, B= ndcleos en apoptosis. Técnica de TUNEL.
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La gréfica 5 muestra una comparacion del porcentaje de apoptosis que se presento
en cada uno de los tratamientos evaluados. Se observa que el tratamiento con
dehidroepiandrosterona aplicado a células [ pancreaticas con dafio por
estreptozotocina, presenta un efecto protector estadisticamente diferente con
respecto a los otros andrégenos evaluados. Ademas este efecto es mayor al que
presenta la testosterona.

APOPTOSIS
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VEH + STZ T+5TZ DHT +STZ DHEA +5TZ
TRATAMIENTOS

Gréfica 4. indice de apoptosis expresado como porcentaje de nicleos apoptéticos/ total de nacleos en
islotes pancreaticos de ratas macho castradas con STZ y los diferentes tratamientos hormonales. Los
resultados expresan la media + SD de 5 animales. * p<0.05. T= testosterona, DHT=
dihidrotestosterona, DHEA= dehidroepiandrosterona, STZ= estreptozotocina.
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5. DISCUSION.

El presente trabajo evalud la proteccion contra la apoptosis producida por STZ en
células B pancreaticas al ser tratadas con derivados androgénicos.

La Dihidrotestosterona y Dehidroepiandrosterona se eligieron para ser comparadas
con la Testosterona; ya que, se sabe que la Testosterona protege a las células (3 del
dafio ocasionado por STZ (Morimoto et al, 2005 & Palomar-Morales et al, 2010; Fox,
1992).

En la Grafica 5, se observa que los andrégenos evaluados presentan un efecto de
proteccion en las células B; sin embargo, este efecto es mayor con DHEA,
presentando solo 4.59% de apoptosis en islotes pancreaticos, lo que indica que el
tratamiento con esta hormona esteroide reduce la apoptosis producida por STZ
hasta un 95%. Estos resultados demuestran que el efecto de la DHEA es mas
potente que el de la Testosterona y DHT.

Recientes estudios han mostrado la existencia de posibles receptores especificos
para la DHEA: un receptor de membrana acoplado a proteinas G (Williams et al,
2002, 2004). La existencia de estos receptores especificos para DHEA sugiere que
la actividad de ésta es por si misma y no debido a su conversién en otras hormonas
esteroides.

Asi mismo, en distintos padecimientos existe mejoria al administrar DHEA, ya que
disminuye el crecimiento de tumores cancerosos Yy produce mejoria en
enfermedades autoinmunes, al inhibir la produccion de radicales libres (Hampl y
Starka, 2000). Ademas, la DHEA-S, a la cual no se le ha conferido actividad
bioldgica, ha mostrado efectos antidiabéticos en ratas (Kanauchi et al, 2001).

La apoptosis producida con STZ se redujo hasta un 75% con tratamiento por
Dihidrotestosterona; ya que el pancreas de los sujetos tratados con este andrégeno
presentaron 26.12% de apoptosis en células B. Nuestros resultados concuerdan con
lo reportado por Simdes (2013) que demostré que los niveles de mRNA de p53,
BcL2 (anti y pro-apoptotico), AlF (factor de induccion de apoptosis) y las caspasas 3
y 9 se reducen con DHT en células de Sertoli inmaduras. De igual forma, el
tratamiento previo con esta hormona puede inhibir la apoptosis en células ECV-304
inducidos por H,O,, asociando este efecto con la inhibiciéon de la caspasa-3, 9 y la
fosfo expresion p38 MAPK (Zhe-Rong et al, 2010). Por ultimo, Bruckheimer (2003)
encontré que la DHT suprime la expresion de BcL-2 en células de cancer de préstata
LNcaP-FGC sensibles a la hormona.

Los resultados obtenidos por Simdes (2013); Zhe-Rong (2010) y Bruckheimer
(2003), coinciden en que el efecto de la DHT se basa en la inhibicion de las
caspasas-3 y -9 y la proteina BcL-2. Aunque nuestros resultados solo demuestran
que la DHT protege a las células B pancreaticas del dafio provocado por STZ,
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concuerdan con la hipotesis que esta hormona modula la sefalizacion de apoptosis
en alguno de los factores mencionados.

En el tejido pancreético que fue tratado con testosterona, se observé un 14.19% de
apoptosis, como se muestra en la Gréfica 5, reduciendo esta misma hasta un 85%.
Nuestro grupo de trabajo en 2010 demostr6 que la testosterona, pero no el estradiol
ni la progesterona, protege a las células  pancreaticas del dafo por apoptosis
inducido con STZ y que este efecto es exclusivo de los machos (Palomar-Morales et
al, 2010). Estos resultados coinciden con los de Morimoto et al, 2005; al mostrar que
el daflo temprano por apoptosis producido por STZ en animales (ratas Wistar)
castrados fue revertido por el tratamiento con Testosterona. También se sabe que
este andrégeno reduce la apoptosis inducida por estrés hiperosmotico en
cardiomiocitos de la linea H9c2 a través de mecanismos no gendmicos e
independientes del receptor de andrégenos, en el que al menos estan implicadas las
moléculas SAPK/INK y ERK1/2 (Sanchez-Mas et al, 2010).

De acuerdo a lo encontrado en la literatura y a nuestros resultados creemos que los
efectos antiapoptoticos que presentan los andrégenos: DHEA, DHT y Testosterona
podrian darse gracias a su interaccion con el Receptor a Andrégenos (AR).

Li (2008) demostrd que el AR puede ser expresado por células B, localizandose en
el citoplasma, extensamente en microsomas, membrana plasmatica y el citosol de
células B pancreaticas de ratones sanos y diabéticos. También menciona que este
receptor media la apoptosis de las células B bajo condiciones desfavorables y la
débil/ausente expresion del AR contribuye a la proliferaciéon B-celular. Ademas
reporta que con el progreso de Diabetes Mellitus la expresion del AR en células B de
ratones diabéticos decrece gradualmente hasta desaparecer.

Pero por otro lado, el efecto antiapoptotico que presentan los androgenos, podria
darse gracias a su capacidad antioxidante; ya que se conoce que varios
antioxidantes como la N-acetilcisteina tienen la habilidad para bloquear la apoptosis
de un manera similar a como lo hacen los inhibidores de caspasas (citado en
Kannan et al, 2000).

En la literatura existen diversas investigaciones que han mostrado el efecto
antioxidante de los androgenos en diversos tejidos: rifion, higado, pancreas, préstata
ventral. Se sabe ademas, que reducen la produccién de superoxido, regulan el
estado redox in vivo en PV y LV, protegen las propiedades neuronales de ratas
diabéticas inducidas con STZ, modulan enzimas que ayudan a las células a escapar
del dafo que ocasionan los ROS y el NO, regulan un conjunto de genes
relacionados con el estrés oxidativo incluyendo la thioredoxina, 5-peroxiredeoxina,
SOD 2, glutatibn peroxidasa 1, selenoproteina de 15kDa, glutation-S-transferasa
microsomal, glutation reductasa y la epoxido hidrolasa (Aragno et al, 1999; Alhbom
et al, 1999, 2001; Boccuzzi et al, 1997; Klapcinska et al, 2008; Pang et al, 2002; Tam
et al, 2003; Yorek et al, 2002).
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Est4 bien establecido que durante el metabolismo de STZ son producidos varios
intermediarios toxicos incluyendo radicales metilo, ROS, Oxido Nitrico y otros.
(Peschke et al, 2000). Estos intervienen en el desencadenamiento de la muerte
celular programada; es por eso que se evalué la inmunoexpresion de enzimas
antioxidantes —Catalasa, Cu/Zn- y Mn-SOD- en células B pancreaticas tratadas con
derivados androgénicos.

Es conocido que una dosis de 50 mg/kg de STZ en pancreas reduce la actividad
enzimatica de superéxido dismutasa en un 32% vy la catalasa en un 76% (Mora et al,
2009). Sin embargo, Friesen (2004) reporté que al inducir diabetes mellitus con
multiples dosis de STZ los niveles de mRNA de Catalasa, Cu/Zn- y Mn-SOD no se
ven afectados; pero, Laybutt (2002) reportd que la pancreatectomia induce un ligero
incremento en los niveles de mRNA de Cu/Zn-SOD y Mn-SOD, pero no en los
niveles de mRNA para catalasa.

No obstante las células B de roedores expresan bajos niveles de enzimas
antioxidantes como la Catalasa, SOD y glutation peroxidasa (Lenzen et al, 1996).

En nuestros resultados, la difencia en la expresion de Catalasa, Cu/Zn- y Mn-SOD
no fue estadisticamente significativa con ninguno de los tratamientos; sin embargo,
pese a que no existe una marcada diferencia en su expresion, observamos que con
Testosterona y DHT existe una tendencia a disminuir la expresion de éstas (ver
grafica 4).

Anteriormente nuestro equipo de trabajo (Palomar-Morales et al, 2010) mencioné
que el efecto protector de la testosterona podria darse a través de la induccion de
catalasa y Cu/Zn- SOD. De igual forma, Sosa (2008) report6 que en islotes
pancreaticos con dafio por STZ la expresion de Mn-SOD, pero no de catalasa, esta
regulada por testosterona y en el 2003 Tam reporté que la Mn-SOD es regulada
especificamente por testosterona, reduciendo el estrés oxidativo in vivo causado por
pancreatectomia o castracion.

Asi mismo, nuestros resultados muestran una tendencia de incremento en la
expresion de Catalasa, Cu/Zn- y Mn-SOD en islotes pancreaticos con tratamiento de
Dehidroepiandrosterona. Aragno (2000) demostré que la DHEA reduce, en
sinaptosomas de cerebro, los niveles de hidroxilo, asi como la produccion de H,O,y
ROS en ratas diabéticas sujetas a Isquemia/Reperfusion.

Segun lo reportado por Hanna (2011) el tratamiento con DHEA induce un incremento
no significativo de Catalasa y SOD en cerebro de ratas ovariectomizadas. Por lo
tanto, podemos decir que el efecto de la DHEA sobre la expresion de Catalasa, SOD
1y 2 en islotes pancreaticos de ratas castradas diabéticas inducidas con STZ fue
insignificante en comparacion con Testosterona y Dihidrotestosterona.
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. CONCLUSIONES

Se presentd un efecto protector contra la apoptosis producida por STZ en
células B pancreaticas por tratamiento con derivados androgénicos.

El efecto de la Dehidroepiandrosterona reduce hasta un 95% la apoptosis que
produce la STZ en células f3.

El efecto de la Testosterona reduce hasta un 85% la apoptosis producida por
STZ en células B.

La Dihidrotestosterona reduce hasta un 75% la apoptosis que produce la
estreptozotocina.

El incremento en la expresion de las enzimas Catalasa, Cu/Zn-SOD y Mn-
SOD por tratamiento con DHEA no fue significativo.

Los tratamientos con Testosterona y DHT tienden a reducir la
inmunoexpresion de Catalasa, Cu/Zn-SOD y Mn-SOD.

El efecto citoprotector de la testosterona, dihidrotestosterona vy
dehidroepiandrosterona no estd vinculado a la expresion de las enzimas
antioxidantes evaludas.
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