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RESUMEN

La retinopatia diabética es una enfermedad cronica derivada de la diabetes mellitus
(DM), se ha sugerido que la DM provoca un estado de estrés oxidativo sistémico
gue lleva a dafio celular (Archer, 1999). En un estado de estrés oxidativo existe un
aumento de las especies reactivas de oxigeno (ROS) y/o especies reactivas de
nitrégeno (RNS), debido que los sistemas antioxidantes son sobrepasados por los
agentes oxidantes. En dicho estado ocurren modificaciones estructurales y
funcionales en las biomoléculas (Konigsberg Fainstein, 2008); por ejemplo
incluyendo a las proteinas, que al ser oxidadas sufren cambios estructurales
afectando sus funciones en como sefializadores celulares, intermediarios

metabdlicos, etc.

Entre la retina y la coroides se encuentra el epitelio pigmentario de la retina
(EPR), que es una monocapa de células pigmentadas, cuya actividad es
indispensable para la homeostasis de la retina (Strauss, 2005) por lo tanto, puede
ser importante en el desarrollo de las condiciones patoldgicas como la degeneracion
macular relacionada con la edad, la retinitis pigmentaria, la retinopatia diabética,
etc. Se han observado en modelos animales que a tiempos largos de hiperglucemia
aparecen cambios estructurales en el EPR (Aizu, et al., 2002), y que estos pueden

contribuir al desarrollo de la retinopatia diabética.

Diversas evidencias han sugerido la existencia de una relacion entre el
estado de estrés oxidativo cronico en la DM y le retinopatia diabética. En ese
sentido, se desarrollé un modelo murino de DM tipo 1 mediante el cual se estudiaron
cuantificaron por oxyblot los niveles de proteinas oxidadas (como marcador de
estrés oxidativo) en el EPR. Asimismo, se analizé por oxyblot el posible efecto
protector de dicho estrés oxidante, de: el antioxidante quercetina, el inhibidor de la
NOS (L-NAME) y de la insulina. Los resultados obtenidos en este estudio indican

un incremento en la carbonilacion de proteinas en el EPR a partir de los 20 dias de



hiperglucemia, sin embargo, ésta no se redujo por los tratamientos con insulina,
guercetina o L-NAME. Estos resultados sugieren que la hiperglucemia a tiempos
cortos (menos de 60 dias) ocasiona un estrés oxidativo en las células de EPR; sin
embargo, debido a que los tratamientos utilizados para frenar el posible ambiente
oxidativo causado por la hiperglucemia no tuvieron efecto, no podemos determinar

el mecanismo que lleva al incremento en la oxidacion de las proteinas.



INTRODUCCION
LA DIABETES MELLITUS

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabdlica caracterizada por altas
concentraciones de glucosa en la sangre. La DM es un importante problema de
salud a nivel mundial (Whiting, et al., 2014) y su prevalencia ha aumentado
considerablemente en las ultimas décadas. De acuerdo con los datos presentados
por la Federacién Internacional de DM (FID) en el 2017, se estima que existen 500
millones de personas con DM en el mundo; por otra parte, se ha proyectado que en
América del Norte y el Caribe habra un aumento del 35% de adultos (20-79 afios)

diagnosticadas con DM para el afio.

El diagnostico de la DM esta determinado principalmente por los niveles de
glucosa en el plasma: 1) en ayunas (sin ingesta calérica por 8 horas), 2) 2 horas
después de la ingesta de 75 g de glucosa, considerando como diagnéstico positivo
para DM a valores mayores a 126 mg/dL y 200 mg/dL para el segundo,
respectivamente (ADA, 2016). Otra prueba complementaria en el diagnéstico de la
DM es la prueba de hemoglobina glicada, considerando positivo para DM cuando
los valores son mayores al 6.5% (HbAlc > 6.5%) (ADA, 2016; FID, 2017).

México ocupa desde el 2015 ocupa el sexto lugar a nivel mundial de
prevalencia de DM (Federacion Mexicana de Diabetes A.C, 2018) y se estima que
desde el afio 2000 la DM representa la principal causa de muerte en mujeres y
hombres entre los 35-65 afios (Barquera, et al., 2013). Usualmente la DM se
clasifica en tipo 1 (DM1) y 2 (DM2), y es esta ultima la mas prevalente de ambos
tipos (mayor a 85%) en la poblacién a nivel mundial (Forouhi & Wareham, 2014). La
DM1 es un trastorno autoinmune que se caracteriza por la pérdida de células -
pancreaticas debida a la presencia de auto anticuerpos que los dafian; lo cual causa
una deficiencia absoluta de la insulina (ADA, 2016). Por su parte, los principales

factores etiologicos de la DM2 son la resistencia periférica a la insulina y la pérdida
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progresiva de la secrecion de esta hormona (ADA, 2016). Ambos tipos de DM
presentan complicaciones vasculares, una de estas es la retinopatia diabética. La
retinopatia diabética afecta a 1 de cada 3 personas con DMy es la principal causa

de pérdida de vision en adultos en etapa laboral (Lingam & Wong, 2013).
RETINOPATIA DIABETICA

La retinopatia diabética se define como una alteracion cronica de la
microvasculatura de la zona ocular; el nivel de dafio en un paciente esta
relacionando con el tiempo que ha vivido con DM y el control glucémico. Mantener
normales los niveles de glucosa en sangre del paciente diabético reduce el riesgo

de desarrollar la retinopatia (Hendrick, et al., 2015), pero no la elimina.

Las anormalidades microvasculares que caracterizan a la retinopatia
diabética dependen del tiempo y grado de severidad del padecimiento (Figura 1),
éstas pueden generar reduccion en la visién por presencia de microaneurismas,
hemorragias internas, exudados duros y neovascularizacion, hasta generar ceguera

por edema macular y/o desprendimiento de retina (Hendrick, et al., 2015).

Enfermedad asintomatica

Activacion
Normal de genes
Hiperglucemia sysceptibles

Figura 1. Progresion crénica de la retinopatia diabética. Modificado de (Cunha-Vaz, 2010). Los primeros
cambios observados durante la retinopatia diabética son la aceleracion de apoptosis de algunas células
particularmente de pericitos, mientras la hiperglucemia permanece la enfermedad progresa llevando a la
degeneracion vascular, perdida de fotorreceptores, isquemia hasta llevar a la pérdida de vision.
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Los primeros cambios patologicos de la retinopatia diabética son las
alteraciones de los pericitos y células endoteliales, anormalidades de la barrera
hemato-retineana (BRB) y formacion de microaneurismas (Cunha-Vaz, 2010). La
patologia de la retinopatia diabética es consecuencia de la exposicion constante de
los tejidos a las altas concentraciones de glucosa (figura 2), que provocan cambios
celulares como el incremento en la via de los polioles, ocasionando una disminucion
de NADPH intracelular y disminucion de los niveles de glutation, alterando el estado
redox de la célula (Archer, 1999); activacion de la proteina cinasa C (PKC), estos
cambios se relacionan con estrés oxidativo relacionado con un notable incremento
en la permeabilidad vascular, aumento en el flujo sanguineo y expresion anormal
de factores de crecimiento (Archer, 1999); acumulacion de productos de glicacion

avanzada (AGESs) (Lechner, et al., 2017) que altera la homeostasis celular.

Hiperglucemia

)

(

Via d liol Via de Activacion de Acumulacién
k a de pofioles hexosaminas PKC de AGEs }
( Hiper permeabilidad _\
Patologia . vascular
. Inflamacién
neurogllal vasLular }
Pérdida de Pérdida de Rompimiento | ia local Aumento de
neuronas pericitos de la BRB squemiafoca VEGF )
|l ;I L RETINOPATIA
Y DIABETICA
<Neovascularizaci6n>

Figura 2. Vias involucradas en el desarrollo de la retinopatia diabética. Modificado de (Lechner, et al., 2017)

A pesar de que la retinopatia diabética es una patologia microvascular los
cambios vasculares en el ojo usualmente son detectables después de 10 o 15 afios

de DM, mientras que la pérdida del contraste y sensibilidad al color aparecen
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aproximadamente 2 afios después de la hiperglicemia en humanos, lo cual indica
gue la deficiencia visual aparece antes que los cambios vasculares (Aizu, et al.,
2002).

ESTRUCTURA DE RETINA Y EPR

La retina es un tejido sensible a la luz, es la zona neural del ojo y forma parte del
sistema nervioso central (Purves, et al.,, 2001). Existen 5 tipos neuronales en la
retina: fotorreceptores, células bipolares, células ganglionares, células horizontales
y células amacrinas (Figura 3) (Purves, et al., 2001) Los fotorreceptores convierten
la energia de la luz en un potencial eléctrico, proceso conocido como
fototransduccion (Purves, et al., 2001). Las otras células forman distintos circuitos
neuronales y se encuentran organizadas en diversas capas como Se representa en
la figura 3; la retina comprende también una capa de células epiteliales llamada
epitelio pigmentario de la retina (EPR).

Células ganglionares
de la retina

Células de Milller; Glia ;
de Miller

Células |

=

Células bipolares F//ﬂ/‘w W é

Tl

Células M ‘

horizontales ! N 7T BT

i

Retina ©l] © ©
(%) @I TR ®
|

Basténl——/_’_'—’_’.___;‘ 2| =| 3 ,,‘

EPR o Dr. A Michen: A

Figura 3. Estructura de la retina. Modificado de (IMAIOS, 2018).

EIEPR es una monocapa de células pigmentadas cuya zona apical interactia
con los segmentos externos de los fotorreceptores y la zona basal con la coroides
(Strauss, 2005). El EPR es esencial para la funcion visual y el mantenimiento de la
homeostasis en la retina, ademas constituye la barrera hematorretineana externa

gue es esencial para el intercambio de nutrientes, iones y agua hacia la retina
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(Figura 4) (Thebault, 2011). La pigmentacion de este epitelio le permite absorber el
exceso de luz que llega a la retina, disminuyendo la exposicion de los
fotorreceptores a intensidades altas de luz, y previniendo la formacion de

componentes toxicos por foto oxidacion, como la lipofuscina (Strauss, 2005).

El EPR también es indispensable en el ciclo visual, lleva a cabo la
isomerizacion del pigmento all-trans-retinal a 11-cis-retinal, al cual transporta de
vuelta a los fotorreceptores (Figura 4), donde puede volver a unirse a la rodopsina
y llevar a cabo la fototransduccién (Strauss, 2005). Adicionalmente, el EPR patrticipa
en el proceso de renovacion de los segmentos externos de los fotorreceptores, por

medio de su fagocitosis, provocando la sintesis de nuevos discos.

El EPR secreta una variedad de factores de crecimiento que permiten el
mantenimiento estructural del endotelio coriocapilar y de los fotorreceptores, tales
como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el factor de crecimiento
derivado de epitelio pigmentario (PEDF). El VEGF se secreta en bajas
concentraciones y hacia la zona basolateral (Figura 4) donde previene la apoptosis
de células endoteliales de los coriocapilares; en cambio, el PEDF se secreta hacia
la zona apical (Figura 4) donde actiia como neuroprotector y factor anti-angiogénico
(Murugeswari, et al., 2017).Los cambios en la secrecion de éstos y otros factores
de crecimiento se han relacionado a diversas patologias que afectan la vision,

incluyendo la retinopatia diabética.
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Figura 4. Funciones del epitelio pigmentario de la retina (EPR). Modificado de (Strauss, 2016). En el EPR lleva
a cabo la secrecién de PEDF hacia los fotorreceptores y VEGF hacia la corides, la fagocitosis de los segmentos
externos de los fotorreceptores, participa en el ciclo visual al isomerizar el pigmento all-trans-retinal a 11-cis-
retianl, intercambio i6nico, metabolitos y agua, la absorcién del exceso de luz para evitar dafio a los

fotorreceptores.
ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo es definido como un desbalance entre la produccién de especies
oxidantes, ya sean especies reactivas de oxigenos (ROS por sus siglas en ingles),
especies reactivas de nitrdgeno (RNS por sus siglas en ingles) y antioxidantes, el

cual favorece un medio oxidativo que causa (Betteridge, 2000) dafio celular.

Las ROS mas abundantes son el anion superéxido (O2’), el radical hidroxilo
(-OH) y el peroxido de hidrogeno (H203), los cuales se forman principalmente en la
mitocondria como producto de su metabolismo celular (Birben, et al., 2012). En
condiciones normales solo el 2-4% del oxigeno es convertido a ROS (Kassab &
Piwowar, 2012), sin embargo esa produccion de ROS incrementa en enfermedades
cronicas como la DM (Busik, et al., 2008). Se ha relacionado la hiperglucemia con
la excesiva produccion de ROS (Giacco & Brownlee, 2010), que acompafiada con
una reduccion de los sistemas antioxidantes provoca estrés oxidativo (Evans, et al.,
2002).
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Existen estudios, como el de Nishikawa, et al. (2000), donde al disminuir la
fosforilacion oxidativa o sobre expresar la superéxido dismutasa mitocondrial
(SOD2) de células endoteliales aorticas en cultivo, se reducen tanto la produccion
de ROS como los cambios celulares consecuentes, demostrando que la disfuncion
mitocondrial como la que ocurre durante la hiperglucemia puede llevar a estrés

oxidativo.

Las ROS no son las Unicas especies reactivas que existen en la célula, las
especies reactivas de nitrogeno (RNS) también juegan un papel en el ambiente
oxidativo de la célula y el dafio celular que éste provoca. La principal RNS es el
oxido nitrico (NO-); se forma enzimaticamente por la éxido nitrico sintasa (NOS)
(Ferrer-Sueta, et al., 2018), la produccion de NO se lleva acabo por la conversién
de L-Arginina a L-Citrulina (Boucher, et al., 199). El 6xido nitrico es importante para
los sistemas bioldgicos, es un mensajero celular necesario para la vasodilatacion,
sin embargo al reaccionar con el radical superoxido se produce peroxinitrito (ONOO-
) (Formula 1), éste tiene una alta velocidad de reaccién (4-16 x 10°M*s1) y, debido
a la capacidad de difusién del NO-, se puede predecir que cuando hay exceso de

Oz la formacion de peroxinitrito es constante (Ferrer-Sueta, et al., 2018).

°NO + 0,- — ONOO~

Formula 1. Formacion de peroxinitrito a partir de 6xido nitrico (‘NO) y superdxido (O2-). Modificado de (Ferrer-
Sueta, et al., 2018)

El peroxinitrito tiene una alta capacidad oxidante (Beckman & Koppenol,
1996) y puede ser precursor de reacciones que contribuyen al ambiente oxidante
(figura 5), por lo que la produccién excesiva de RNS, que no puede ser contendida

por los sistemas antioxidantes, lleva a un estrés oxidante (Radi, et al., 2000).
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NO; + CO3
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Figura 5. Vias de reaccién del peroxinitrito. Las reacciones | a lll indican los posibles destinos del peroxinitrito:
(I) oxidacion de substratos (RH) que deriva en produccién de dioxido nitrico (NO2) y en productos nitrados, (II)
homolisis del acido peroxinitruoso lleva a la produccién de radicales libres ,(lll) formacion de peroxocarboxilato-

nitroso que rapidamente se descompone a radicales secundarios. Modificado de (Radi, et al., 2000).

El limitante principal de la formacion de peroxinitrito es la degradacion o
inhibicion de sus precursores (superoxido y o6xido nitrico) (Ferrer-Sueta, et al.,
2018). Los efectos del superéxido pueden ser disminuidos por compuestos como la
guercetina, que es el flavonoide mas abundante en la dieta humana (Gao, et al.,
2018); asimismo analogos de L-Arginina actian a modo de inhibidores generales
de la 6xido nitrico sintasa (NOS), como el N(w)-nitro-L-arginina metil ester (L-

NAME), reducirian la produccién de NO.

ESTRES OXIDATIVO EN EL EPR

El EPR vy la retina presentan un metabolismo muy activo que puede generar altas
cantidades de especies reactivas de oxigeno, sin embargo en condiciones
patolégicas puede ocurrir un aumento en la produccion de especies reactivas y
estrés oxidativo (Arnouk, et al., 2011). De hecho, se ha reportado el incremento de
marcadores de estrés oxidativo en retinas de pacientes con retinopatia diabética
(Goycheva, et al., 2006). Existe evidencia de que los altos niveles de glucosa en
sangre alteran el metabolismo de las células del epitelio pigmentario de la retina
(EPR) favoreciendo la apoptosis (Strauss, 2016) e incluso estudios de microscopia

electronica demostraron cambios estructurales de las mitocondrias en el EPR de
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pacientes diabéticos y en modelos animales con largos periodos de hiperglucemia
(Murugeswari, et al., 2017), dichos cambios se han relacionados con aumento en la
produccion de especies reactivas y el establecimiento de una condicién de estrés

oxidativo.

TECNICAS PARA MEDIR Y DETECTAR EL ESTRES OXIDATIVO

El ambiente oxidativo en la célula genera cambios en la estructura de las
macromoléculas. La 8-oxo-Guanina (8-OH-G) es un compuesto derivado de la
oxidacion de los nucledtidos del DNA, que lleva a cambios en su estructura. El 8-
OH-G puede ser cuantificado y usado para detectar el dafio en el DNA causado por
estrés oxidativo (Birben, et al.,, 2012). De igual manera, la oxidacién de lipidos
modifica el arreglo de la membrana lipidica, lo cual puede alterar la actividad de
receptores y otras proteinas y alterar la permeabilidad membranal; esta oxidacion
produce malonialdehido (MDA), que es comunmente usado como marcador de

estrés oxidativo (Birben, et al., 2012).

Asimismo, las proteinas son un importante blanco para las ROS vy los
productos secundarios del estrés oxidativo (Dalle-Donne, et al., 2006) que pueden
modifican su estructura y estabilidad y como consecuencia su funcion (Birben, et
al., 2012). La oxidacion de las proteinas se puede identificar como la unién de
grupos carbonilo en sus residuos de aminoacidos, (Artemenko, et al., 2015) por lo
gue también se le llama carbonilacion de proteinas, la cual ocurre rapidamente y es
relativamente estable, por lo que puede usarse como indicador de estrés oxidativo.

Medir el estrés oxidativo por el nivel de carbonilos tiene como ventaja que la
degradacion de proteinas oxidadas se presenta en cuestion de horas o dias,
mientras que la degradacion de productos de lipoperoxidacién ocurre en minutos
(Dalle-Donne, et al., 2003). La determinacién de carbonilos se puede realizar por
espectrofotometria, ELISA u oxyblot, sin embargo, el oxyblot es el método mas
recomendado para evaluar carbonilacion en homogenados de tejidos (Dalle-Donne,
et al., 2003).
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DANO A PROTEINAS

Debido a las diversas funciones biolégicas de las proteinas (estructurales y
cataliticas), su oxidacion representa un dafio inmediato a las células (Dalle-Donne,
et al., 2003), aunque en condiciones normales hay niveles basales de proteinas
carboniladas, esos niveles se encuentran elevados en distintas enfermedades
(Dalle-Donne, et al., 2003). Todos los residuos de los aminoacidos pueden ser
oxidados (Zentella& Pifia, 2008), pero aquellos con cadenas aromaticas son los
mas susceptibles (Tabla 1) (Berlett & Stadtman, 1997). La oxidacion de las proteinas
puede también ocurrir en el esqueleto de carbonos provocando un fraccionamiento
de las proteinas (Berlett & Stadtman, 1997); debido a que los métodos de andlisis
de oxidacion de proteinas evalian los grupos carbonilos, no proporcionan

informacién respecto al nivel de oxidacion en el esqueleto de carbonos.

Aminoacidos mas susceptibles a oxidacién
Aminoacidos Productos de oxidacion
Cisteina Disulfidos
Metionina Sulfoxido de metionina
Triptofano 2,4,5,6,7-hidroxitriptofano, 3-hidroxikinurinina,
Fenilalanina 2,3-hidroxifenilalanina, 2,3-dihidroxifinilalanina
Tirosina 3,4-dihidroxifenilalanina, uniones tirosina-tirosina
Histidina 2-oxohistidina
Arginina Semialdehido glutamico, asparagina
Lisina a-aminoadipic semialdehido
Prolina Semialdehido glutamico, 2-pirrolidona, 4,5-
hidroxiprolina
Treonina Acido 2-amino-3-ketobutirico

Tabla 1. Aminoacidos mas susceptibles a oxidacion. Obtenido de (Berlett & Stadtman, 1997).

Los carbonilos se pueden formar por la oxidacion directa de los residuos de
aminoacidos (Figura 6) o por una reaccion de los residuos de aminoacidos con
productos de peroxidacion de &cidos grasos poli insaturados (Figura 7) y por

reacciones con productos de la glicacion (Figura 8) (Berlett & Stadtman, 1997).
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Figura 6. Oxidacion de fenialalanina. Obtenido de (Naskalski & Bartosz, 2001).
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Figura 7. Reaccion de productos de peroxidacion de &acidos grasos poli insaturados (PUFA) con residuos de
aminoacidos de lisina (P-NH3), cisteina (PSH) e histidina (P-His). Modificado de (Berlett & Stadtman, 1997).
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Figura 8. Reaccion de un azucar con residuos de aminoacidos de lisina (P-NH2). Modificado de (Berlett &
Stadtman, 1997)

Las proteinas también pueden oxidarse por RNS, su principal efecto en las
proteinas es nitracion de cisteinas y tirosinas (Radi, et al., 2000) lo cual ademas de
modificar su estructura contribuye al ambiente oxidativo de la célula. La nitracion
de residuos de tirosina es uno de los efectos mas conocidos del peroxinitrito
(Naskalski & Bartosz, 2001), esto trae muchas consecuencias a la célula debido a

gue pueden inhibir la actividad de distintas enzimas y alterar la comunicacion celular
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(Radi, et al., 2001). Por ejemplo, la nitracion de la tirosina 34 de la superéxido
dismutasa de manganeso (SOD Mn) reduce su actividad (Ferrer-Sueta, et al., 2018),
asimismo la nitracién de tirosinas de los receptores de tirosina cinasa previene su

fosforilacion y por lo tanto afecta la sefalizacion celular (Naskalski & Bartosz, 2001).

Como se ha mencionado previamente, la DM es una enfermedad metabdlica
gue se ha convertido en un problema de salud publica en México y en el mundo. La
exposicion cronica de los tejidos a altas concentraciones de glucosa se ha
establecido como la causa de las complicaciones de la DM, entre éstas se encuentra
la retinopatia diabética. Numerosos trabajos han relacionado el estrés oxidante y
nitrosativo con las complicaciones de la retinopatia diabética (Kowluru & Mishra,
2015) (Archer, 1999), sin embargo la mayoria de éstos estudios se realizaron en
condiciones cronicas cuando ya se presentan las anormalidades vasculares y
relativamente pocos trabajos consideran la participacion del EPR en la regulacién
de la homeostasis retineana. Para contribuir al conocimiento del desarrollo de la
retinopatia diabética en éste trabajo se analiz6 el posible ambiente oxidante a través
de oxyblot en el EPR durante etapas tempranas de hiperglucemia y se evaluaron

posibles tratamientos para disminuir el ambiente oxidante.
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HIPOTESIS

La hiperglucemia podria inducir estrés oxidativo en el EPR, que se reflejaria en el
aumento a la oxidacion de proteinas y que disminuiria con tratamientos de
antioxidantes, inhibidores especificos y/o factores de supervivencia.

OBJETIVO GENERAL
Evaluar los cambios en la oxidacion de proteinas del epitelio pigmentario de la retina

durante etapas tempranas de hiperglucemia y el posible efecto protector del

tratamiento con quercetina, L-NAME e insulina.

OBJETIVOS PARTICULARES
e Determinar mediante la técnica de carbonilacion de proteinas sila exposicion

del EPR a tiempos cortos de hiperglucemia causa un estado de estrés
oxidativo.

e Determinar el efecto de la quercetina en la carbonilacién de proteinas.

e Determinar el efecto de la inhibicibn de la NOS en la carbonilacién de
proteinas.

¢ |dentificar el efecto de la insulina en los niveles de carbonilacién de proteinas.
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METODOS
MODELO ANIMAL

Ratas hembras adultas de la cepa Long-Evans se les indujo DM mediante una
inyeccion intraperitoneal de estreptozotocina (stz) en buffer citrato pH 4.5 (98mg/kg)
(Hernandez-Ramirez, et al., 2017). Como grupo control se utilizaron ratas de la

misma edad a las que se les inyecto solo buffer citrato.

Los niveles de glucosa en sangre se determinaron con un glucémetro
(Accu-chek active), considerando como hiperglucemia un valor mayor a 200 mg/dL
de glucosa. Asimismo, se midio la hemoglobina glicada (HbAlc) con un analizador
DCA Vantage de la marca SIEMENS.

TRATAMIENTOS

Se establecieron los siguientes grupos de animales:

1) controles (sin stz)

2) controles (sin stz) tratadas con L-NAME

3) controles (sin stz) tratadas con quercetina,(solubilizada en DMSO)

4) controles (sin stz) con 0.05%DMSO-salina

5) diabéticas (tratadas con Stz)

6) diabéticas tratadas con L-NAME

7) diabéticas tratadas con quercetina

8) diabéticas tratadas con insulina desde la inyeccion de stz

9) diabéticas tratadas con insulina a partir de 7 dias posteriores a la inyeccion de

Stz

Los distintos tratamientos se muestran en la tabla 2. EI L-NAME (sigma), en
soluciéon salina, se administré intraperitonealmente (ip) diariamente a una
concentracion de 50 mg/Kg, durante 7, 20 y 45 dias. El tratamiento con quercetina
se administro ip en una concentracion de 10 mg/Kg durante 7, 20 y 45 dias. La

guercetina (sigma) se disolvié en 0.05% DMSO (sigma) - solucién salina; las ratas
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controles (normoglucemia) se les administré la misma concentracion de DMSO -
salina (Tabla 2). La insulina 0.2 U (Lilly, difusion prolongada) se administrd
(subcutaneamente) por 20 y 45 dias; en otro grupo de animales la insulina se
administré después de 7 dias de inducida la DM y el tratamiento se continué hasta
20 y 45 dias de inducida la DM (tabla 2).

Grupos de Ratas 7 dias | Ratas 20 dias | Ratas 45 dias | Control
ratas Long- hiperglucémica hiperglucémica hiperglucémica
Evans

Tratameintos

Sin tratamiento + + + +
L-Name + + + +
Quercetina + + + +
DMSO - - - T
Insulina desde la - + + N
induccion de

hiperglucemia

Insulina 7 dias desde - + + R
la induccién de

hiperglucemia

Tabla 2. Tratamientos aplicados a las ratas Long- Evans hiperglucémicas y controles. (+) El tratamiento fue

aplicado, (-) el tratamiento no fue aplicado.
EXTRACCION DEL TEJIDO

Los animales se sacrificaron a 7, 20, 45 dias después de la administracion de STZ,
se aislaron los 0jos, a estos se les hizo un corte ecuatorial y de la parte posterior de
la copa Optica se separé el complejo EPR- coroides, éste se homogenizé en buffer
de (100ul/ tejido de una rata) (RIPA oxyblot 2x pH7.4, tritdbn X-100 2%, SDS al 10%
0.2%,PMSF 1nM, B-mercapto etanol 2%, anti proteoliticos 1ug/ml), se dejaron en

agitacion constante por 1 hora a 4°C, seguido de una centrifugaciéon a 17000 g por

-23-



30 minutos. Se recupero el sobrenadante, se tomaron 20 ul para cuantificacion de

proteinas, las muestras se etiquetaron y se guardaron en un REVCO a -70°C.

CUANTIFICACION DE PROTEINAS

La cuantificacién de proteinas se realizé por el método de Bradford siguiendo las

recomendaciones del fabricante.

DETERMINACION DE CARBONILOS

La determinacion de carbonilos (oxyblot) se llevd a cabo con un kit de deteccion de
proteinas oxidadas (OxyBlot™ Protein Oxidation Detection Kit de Millipore). Durante
la oxidacién de proteinas los residuos de aminoacidos se unen a grupos carbonilo
(Naskalski & Bartosz, 2001), los cuales reaccionan facilmente con 2,4-
dinitrofenilhridrazina (DNPH) (derivatizacion) formandose el 2,4-
dinitrofenilhidrazona (DNP) (Figura 9). La DNP puede ser detectada por anticuerpos

y por lo tanto ser usado como método de deteccion de la oxidacién de proteinas.

NO, NO,

™ —~ /R

7\ N
QN_ﬂ NHNH, + O=C — D,N—< NH—N=C

Figura 9. Reaccion de 2,4-Dinitrofenilhridrazina con un grupo carbonilo. Obtenido de Pasto & Johnson, 2003

DERIVATIZACION CON DNPH

Las muestras se descongelaron y se adicioné dodecil sulfato de sodio (SDS) al 12%,
posteriormente se agregd DNPH en una solucion neutralizada, se incub6 15 min a
temperatura ambiente (de acuerdo con las instrucciones del comerciante), y
posteriormente se agregaron 5 ul de azul de bromofenol (3%) que se utiliz6 como

frente de corrimiento para la electroforesis.

Las muestras derivatizadas (tratadas con la DNPH) fueron separadas por

electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10%; en cada gel se cargd
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una muestra sin derivatizar como control negativo. Se realiz6 la transferencia a
membranas de difloruro polivinildieno (PVDF), a 215 mAmp por 2 horas, las
membranas fueron bloqueadas con albumina 1% por 1 hora para evitar uniones
inespecificas, se incubaron toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario anti DNP
(dilucion 1:250). Posteriormente se realizaron tres lavados con TBS-Tween (Tris 20
mM, NaCl 136mM, Tween-20 0.1% pH7.6) y se incubd con un anticuerpo secundario
anti-Rabbit IgG acoplado a peroxidasa (dilucién 1:3000) por 1 hora a temperatura
ambiente. Se volvid a lavar tres veces con TBS-Tween y se revel6 con un kit de
guimioluminicencia (Millipore). La densidad de las bandas se cuantificO con un

software Alpha Ease FC.

ANALISIS ESTADISTICO

Todos lo experimentos se realizaron por triplicado. Se realizaron pruebas de
ANOVA de una via y factorial utilizando el software GraphPad Prism 7, utilizando la

prueba post hoc de Tukey, considerando una p<0.05 como significancia estadistica.
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RESULTADOS

NIVELES DE GLUCOSA EN SANGRE

Los niveles de glucosa en sangre (mg/dL) aumentaron hasta tres veces después de
la inyeccion de stz y no disminuyeron por la administracion de L-NAME o
guercetina. (Tabla 3). Por otra parte, el tratamiento de insulina causé una
disminuciéon parcial de los niveles de glucosa en sangre, aunque ésta no fue

estadisticamente significativa (Tabla 3).

Tratamientos 7d | 20d | 45d

Control 136 £ 10

Stz 406 + 42* 459 + 38* 453 + 40*
Stz + L-NAME 463 £32* 470 + 36* 466 + 35*
Stz+Q 447 + 10* 454 + 42* 452 + 54*
Stz + insl 390 + 33* 430 +£11*
Stz + ins7 365 +21* 354 + 48*

Tabla 3. Valores concentracion glucosa en sangre en ratas controles y diabéticas. Los controles sin stz se
inyectaron con buffer citrato pH 4.5. STZ+ L-NAME, diabéticas tratadas con L-NAME; STZ+Q, diabética tratada
con quercetina; ins1, administracion de insulina al tiempo de inducciéon de DM; ins 7, administracion de insulina

7 dias después de la inyeccién con stz. n=4. * P > 0.05 respecto al control.

NIVELES DE HEMOGLOBINA GLICADA (HBA1C)

Los niveles de hemoglobina glicada aumentaron considerablemente desde los 20
dias posteriores a la administracion de stz (tabla 4), presentandose a los 45 dias
de hiperglicemia valores tres veces mas altos que el control. Los altos niveles de
HbAlc no disminuyeron con los tratamientos de L-NAME o quercetina. Los
tratamientos con insulina causaron una ligera disminucion de HbAlc pero no llegan

a los niveles del control (tabla 4).
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Tratamientos Promedio % HbAlc
Control 3.7
7d 4.6
7d L-NAME 5.6
20d 9.1
20d L-NAME 8.8
45d 11.9
45d L-NAME 11.5
45d quercetina 12.8
20d ins1 6.7
45d ins1 11.5
20d ins7 7.5
45d ins7 9.7

Tabla 4. Niveles de hemoglobina glicosilada en las ratas controles e hiperglicemicas. n=3

OXIDACION DE PROTEINAS EN EL EPR DE RATAS CONTROLES Y DIABETICAS

La carbonilacién de las proteinas totales del EPR se analiz6 como un parametro de
alteracion del equilibrio oxido-reduccion. En la figura 10 se muestra la oxidacion de
proteinas en el EPR de ratas normales e hiperglucémicas; en el EPR de ratas control
se observaron niveles relativamente altos de proteinas oxidadas. Los niveles de
proteinas oxidadas no se modificaron a los 7 dias de hiperglucemia, pero

aumentaron casi al doble a los 20 y 45 dias de hiperglucemia con respecto al control.

En algunos geles se observaban bandas de todos los pesos moleculares pero
en otros no se observan bandas en pesos moleculares bajos o altos, por lo tanto se

selecciond para el analisis las bandas que siempre fueron constantes, que son las

gue se encuentran entre el peso molecular de 75-37 KDa .
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Figura 10. Niveles de oxidacion de proteinas en el EPR de ratas controles y diabéticas. A oxyblot
representativo. B cuantificacion de las proteinas oxidadas. Ratas controles con normoglucemia (ctrl), control
negativo (Ctrl-), ratas con 7, 20 y 45 dias hiperglicemia (7d, 20d y 45d). * p<0.05 significativo respecto a control,
n=4,prueba posthoc Tukey.

EFeEcTO DEL L-NAME Y QUERCETINA EN LA OXIDACION DE LAS PROTEINAS

Con el fin de evaluar el posible efecto protector de antioxidantes y de inhibidores de
NOS en las etapas tempranas de hiperglucemia, se utilizaron tratamientos de

guercetina y L-NAME, ademas de manera indirecta nos puede dar un indicio sobre
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si la oxidacion de proteinas ocurre principalmente por ROS o RNS a tiempos cortos
de hiperglucemia.

El tratamiento con L-NAME no produjo cambios en los niveles de oxidacion
de proteinas, tanto en el EPR de ratas control como a distintos tiempos de
hiperglucemia (figura 11). Asimismo, el tratamiento con quercetina tampoco tuvo
efecto en la oxidacién de proteinas, tanto en los animales control como los
diabéticos (figura 12).

KDa Cirl Ctri LN 7d 7dLN 20d 20d LN 45d 45d LN

A 250 — "

150 —

100 —
. ’ !

25 — —
20 — |
15 —
u-actina
43 — . - e -
B o 250
a * % * * Bl sin L-NAME
4 200+ i 1 L-NAME
8 =
= 150
B
€ 1004
= 100
[
3
E 0= T T T 1
Ctrl Td 20d 45d

Figura 11. Niveles de oxidacion de proteinas en el EPR de ratas controles, diabéticas y tratadas con L-NAME.
A oxyblot representativo. B cuantificacion de las proteinas oxidadas. Ratas controles con normoglucemia (ctrl),
ratas con 7, 20 y 45 dias hiperglicemia (7d, 20d y 45d), tratamiento con L-NAME (L-N). * p<0.05 significativo
respecto a control, n=4, interaccién = 0.020, prueba posthoc Tukey.
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Figura 12. Niveles de oxidacion de proteinas en el EPR de ratas controles, diabéticas y tratadas con quercetina.
A oxyblot representativo. B cuantificacion de las proteinas oxidadas. Ratas controles con normoglucemia (ctrl),
ratas con 7, 20 y 45 dias hiperglicemia (7d, 20d y 45d), tratamientos con quercetina (Q). * p<0.05 significativo
respecto a control, n=4, interaccién = 0.26 prueba posthoc Tukey.

EFECTO DE LA INSULINA EN LA OXIDACION DE PROTEINAS

Para evaluar el posible efecto de la insulina en la oxidacion de proteinas se
estudiaron dos condiciones, la administracién de insulina desde la inyeccion de stz
(insl) o 7 dias posteriores a ésta (ins7). Ninguna de las dos condiciones presenté
un efecto significativo en los niveles de proteinas oxidadas (figura 13).
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Figura 13. Niveles de oxidacion de proteinas en el EPR de ratas controles, diabéticas y tratadas con insulina.
A oxyblot representativo ins 1. B Oxyblot representativo ins 7. C cuantificacion de las proteinas oxidadas. Ratas
con 20 y 45 dias hiperglicemia (20d y 45d), tratamientos con insulina desde la induccién de DM (insl),

tratamiento de insulina 7 dias de DM (ins7), n=4, interaccién = 0.08, prueba posthoc Tukey.
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DiscusiON

Como se menciond en la introduccion, un incremento en la oxidacion de proteinas
significa un posible dafio derivado del desequilibrio redox. La carbonilacién de
proteinas es uno de los efectos mas estables causados por un ambiente oxidante
y, de acuerdo a numerosos estudios, a largo plazo son causantes de disfunciéon de
las células y tejidos (Archer, 1999). Aunque en condiciones normales la produccién
de ROS/RNS es baja y regulada por los distintos sistemas antioxidantes, en
condiciones patolégicas el dafio oxidativo depende del tipo celular y de la cantidad
de especies reactivas, la duracion del estresor, asi como de la velocidad de sintesis
y degradacion de cada proteina (Konigsberg Fainstein, 2008). En el plasma, los
niveles basales de carbonilaciéon de proteinas estan alrededor de 2mmol/g de
proteina; en condiciones altamente oxidantes estos niveles pueden aumentar hasta
3 veces, lo que corresponde a un sitio carbonilado por cada 4,000 residuos de amino
acidos (Petrov & Zagrovic, 2011).

Durante la hiperglucemia se ha reportado un incremento en la produccion de
ROS en diversos tejidos incluyendo la retina de animales a tiempos largos de DM
(Kowluru & Mishra, 2015). En el EPR se demostré por microscopia electrénica que
en animales con 1 mes de hiperglucemia existen alteraciones en su estructura (Aizu,
et al.,, 2002); ademas, se observdé que la hiperglucemia induce disfuncién

mitocondrial y apoptosis (Chen, et al., 2016).

En esta investigacion se estudio la oxidacion de las proteinas como un indice
de la incidencia de estrés oxidativo en el EPR de animales diabéticos y si dicho

estrés pude ser reducido con el tratamiento de antioxidantes.

La aplicacion de stz, como se ha demostrado en otros estudios (Ramos
Rodriguez & Mendez, 1994) provoco una disminucion en la ganancia de peso y
desde las primeras 24h un aumento en la concentracion de glucosa en sangre que

se mantuvo superior a 250 mg/dL, lo cual indica el establecimiento del modelo de
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DM. Ademdés, los niveles de hemoglobina glicada se incrementaron
considerablemente de manera continua a la progresion de la hiperglucemia. El
tratamiento con el L-NAME o quercetina no tuvieron efecto en la concentracion de
glucosa en sangre o de hemoglobina glicosilada, lo cual era esperado ya que no

hay reportes de que alguna de esas sustancias tenga efectos anti hiperglucémicos.

El EPR de ratas control presentd niveles relativamente altos de proteinas
oxidadas, lo que puede deberse a su actividad fagocitica e isomerizacion del all-
trans-retinal, reacciones que producen altas cantidades de ROS y NO- (Zhu, et al.,
2016);la produccién de estas ROS se ha propuesto pueden ser reguladas por una

carboxilacion reductora presente en el EPR (Du, et al., 2016).

A tiempos cortos de hiperglucemia (20-45 dias) se observdé aumento
considerable (2 veces) en la carbonilacion de proteinas. Es interesante el hecho de
gue, aunque los niveles de glucosa en plasma fueron significativamente elevados
desde los 7 dias de la administracion de stz, las proteinas mantuvieron niveles de
carbonilacion similares a los controles. Estos resultados sugieren una gran
capacidad antioxidante de las células del EPR, comparada con la de la retina, en la
gue se observo en condiciones similares un incremento en las proteinas oxidadas

a partir de los 7 dias de hiperglucemia (Hernandez Ramirez, et al., 2017).

Estos resultados sugieren que alteraciones en el EPR durante la DM son
derivadas del estrés oxidativo cronico. Estas alteraciones pudieran llevar a la
disrupcién de la barrera hemato-retineana, como se ha observado en la pérdida de
funciones de barrera en monocapas de células intestinales humanas asociado la

carbonilacion de actina (Dalle-Donne, et al., 2006).

El incremento en la carbonilacion de proteinas no se modificé con el
tratamiento de quercetina o L-NAME, ademas la interaccion de los factores no es
significativa. Estos resultados disienten con reportes donde el L-NAME tiene un

efecto en la produccion de NO:, por ejemplo la administracién de L-NAME a ratones

-34-



con DM inducida por stz disminuyo la actividad de la INOS previniendo el dafio en
células endoteliales adrticas (Kopincova, et al., 2012); de igual forma se demostré
un incremento en la produccién NO: y de la carbonilacion de proteinas en la retina
de ratas diabéticas, la cual se disminuyé con el tratamiento de L-NAME (Hernandez
Ramirez, et al., 2017).

En el caso de la quercetina, ésta presenta un efecto antiinflamatorio y
antioxidante en distintos tejidos, incluyendo células del EPR en cultivo (Cao, et al.,
2010); este efecto se ha relacionado con la activacion de Nrf2 en células
endoteliales adrticas (Li, et al., 2016). Sin embargo, éste no es el Unico caso donde
se ha detectado la incapacidad de la quercetina de mitigar efectos causados por
ROS; la administracion de quercetina no mitigo las lesiones en el EPR de ratas con
AMD (Age-related Macular Degeneration) (Cao, et al., 2010). Es posible que la
dosis de quercetina empleada no es suficiente para contrarrestar la oxidacién o
bien que se asocie a otros factores, como en el caso de la superoxido dismutasa
gue puede ser inhibida con la nitracion de su tirosina 34 (Demicheli, et al., 2014);de
cualquier forma es necesario evaluar la sintesis de enzimas antioxidantes y su

actividad en el EPR, para demostrar un estrés oxidante.

En cuanto al L-NAME, éste podria afectar la presion arterial, que se conoce
incrementa las complicaciones de la DM vy la retinopatia (Kopincova, et al., 2012)
(Pinto, et al., 2009).Debido a que se uso un modelo de DM tipo I, la falta de insulina
podria y su via de sefalizacion podrian afectar las funciones del EPR, ya que la
insulina ademas de ejercer una regulacion metabdlica también actiia como factor
de crecimiento a través de la activacion de la via de MAPK incrementando la sintesis
de proteinas (Bedinger & Adams, 2015); ademas se sabe que el factor de
crecimiento semejante a la insulina tipo | (IGF-1) (que comparte altas similitudes con
la via de sefializacion de la insulina) promueve la supervivencia de células EPR en
un modelo de AMD (Zheng, et al., 2016).

Los tratamientos con insulina causaron una ligera disminucion en la

concentracion de glucosa en sangre (tabla 3) y de hemoglobina glicada (figura 11),
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la interaccion también resulté no significativa, lo que sugiere que se requieren de

mayores dosis para controlar la hiperglucemia.

De manera interesante a pesar de la disminucion de la concentracion de
glucosa en sangre, la oxidacion de proteinas no se vio afectada por los tratamientos
con insulina, lo que apoya el hecho de que la hiperglucemia es causante de dicha
oxidacion. En otros estudios la administracion de insulina una vez al dia no redujo
el estrés oxidativo en células de tejido renal (Ryong Koo & Vaziri, 2003).
Probablemente tener un tratamiento de insulina mas constante (mas de una ve al
dia) se podria mantener en normoglucemia a los animales si habria reducido la

oxidacion de proteinas.

Los resultados obtenidos confirman parcialmente la hipétesis planteada,
pues si se observd un incremento en la cantidad de proteinas carboniladas en
condiciones de hiperglucemia a corto plazo, pero los tratamientos para amortiguar
los ROS/RNS (quercetina y L-NAME) y la activacion de sefales de supervivencia
(insulina) no tuvieron efecto en disminuir el ambiente oxidativo. Con estos resultados
no podemos definir que tipo de especies reactivas estan ocasionando la oxidacion
de proteinas durante la DM. Por lo que seria relevante determinar que tipo de
especies reactivas estan produciéndose, asi como analizar otros marcadores d e
estrés oxidativo, como pueden ser la determinacion actividad de enzimas
antioxidantes y niveles de glutation, y asi poder proponer tratamientos que puedan

ser efectivos.
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CONCLUSION

Utilizando un modelo experimental de diabetes se evaluaron los cambios en la
oxidacion de proteinas en el EPR. Coincidiendo con lo que se ha reportado en otros
tejidos, en el EPR la hiperglucemia contribuye a un estado celular oxidante, que se
observa por un incremento en la oxidacion de proteinas (oxyblot) a los 20 y 45 dias
de hiperglucemia, sin embargo los tratamientos no tuvieron efecto en los niveles de
oxidacion, por lo tanto la hipétesis se cumple parcialmente. Este trabajo contribuye
al conocimiento del desarrollo de complicaciones de la DM como la retinopatia

diabética, particularmente en las etapas tempranas.
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