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Introduccioén

La alimentacion es un elemento clave del estilo de vida y medio ambiente que influye en la
salud y que puede ser controlada. Hoy en dia, la obesidad y la diabetes mellitus se han
convertido en un problema de salud publica, con una prevalencia que incrementa de forma
alarmante. Varias explicaciones se han planteado para entender este fenomeno, una de
ellas es la asociacion con el consumo de fructosa, cabe entonces reflexionar: ¢ Cuales son
los factores que han intervenido para que el consumo sea nocivo? Al revisar la evidencia
podemos concluir que las alteraciones metabdlicas que produce la fructosa no son
exclusivas de este azlcar y los efectos que tiene sobre la salud o enfermedad dependen
directamente del uso que el ser humano le pueda dar. En general, un alto consumo en forma
de hidratos de carbono refinados correlaciona positivamente con un incremento en el riesgo
en obesidad y de resistencia a la insulina. Se sugiere que la dieta especificamente alta en
fructosa contribuye a la presencia de alteraciones metabdlicas que resultan en ganancia de
peso, hiperlipidemia, resistencia a la insulina, hiperuricemia y diabetes tipo 2 @.

La diabetes es una serie de enfermedades metabdlicas, caracterizadas por hiperglucemia
debida a anormalidades en la secrecion y/o accion de la insulina. Es una de las
enfermedades cronico-degenerativas que mas comunmente afectaba a las personas de
edad mayor y la forma clinica de mayor frecuencia en este grupo es el tipo 2. La diabetes
no solo disminuye la expectativa de vida, sino que es de las principales causas del deterioro
funcional y la dependencia. A corto plazo la hiperglucemia se ha considerado como la causa
de un deterioro funcional insidioso en el paciente, con presencia de fatiga, debilidad

muscular, deficiencias funcionales e induccion a apoptosis .
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El gen supresor de tumores p53, comunmente conocido como “el guardian del genoma”,
esta directamente implicado en detener la formacion y desarrollo de tumores, siendo capaz
de introducir senescencia celular o apoptosis ¢4, Se activa cuando la célula sufre dafios en
su DNA o cuando es sometida a estrés celular. En condiciones normales p53 esta presente
en niveles bajos en todas las células. Cuando la célula es agredida por agentes externos,
p53 activa sus funciones que conllevan a la detencion del ciclo celular, la reparacion del
DNA o la induccién de apoptosis. Estos procesos son en gran medida dependientes de la
capacidad de p53 para activar la transcripcion de determinados genes @), La proliferacion
de células oncogénicas, asi como el estrés genotodxico, entre otros, induce la estabilizacion
y activacion de p53. Estudios previos proponen que p53 interactia con proteinas anti y/o
pro-apoptoéticas que regulan la permeabilidad y el potencial de membrana mitocondrial,
permitiendo la liberacion de factores pro-apoptoticos adicionales como el citocromo c y el
factor inductor de apoptosis, que participan en la formaciébn del apoptosoma y la
subsecuente activacion de caspasas . Conocidas las caracteristicas anteriores de p53 es
posible utilizarle como marcador de apoptosis en célula beta pancreética, esto se toma
como punto de partida para la comparacion de células de modelos tratados contra las

células de los controles, lo cual representa el objetivo del presente trabajo.
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Marco Teérico

1. Consumo de carbohidratos

Los carbohidratos estdn presentes en gran variedad de alimentos y su ingesta es

imprescindible para el correcto funcionamiento del organismo; sin embargo, la dieta actual

tiende al abuso de productos procesados con alto contenido de azUcar oculto.

A pesar de la legislaciéon actual de etiquetado de alimentos, no es obligatorio indicar en el

etiquetado de los alimentos la cantidad de azucar afiadido, por lo que resulta dificil conocer

su aporte. Ademas, cuando se incluye esta informacién en la etiqueta no se suele distinguir
entre azlcares naturales, propios del alimento, y azUcares afiadidos.

En un estudio realizado por la Organizacion de Consumidores y Usuarios (OCU) se

valoraron 110 alimentos procesados de consumo habitual.

Descripcion de grupos de alimentos con alto contenido de azucar:

e Bebidas. Los productos méas edulcorados son los refrescos, que incluyen una media de
21 gramos de azucar afiadido por vaso. Los néctares y ciertas bebidas alcohdlicas
(licores, cremas o cocteles) son otras bebidas con contenido en azucares afiadidos
notable. Incluso los jugos de fruta incorporan algo de azucar afiadido, a menos que
adviertan explicitamente de su ausencia en el etiquetado.

e Cereales. Los helados, chocolates, mermeladas y panaderia en general son los
productos de desayuno y merienda mas edulcorados. El contenido en azlcar afadido
de los cereales para nifios (12.2g/racién) es casi el doble del que puede encontrarse en
los cereales normales o de adultos (6.5g/racion). Otros alimentos irbnicamente
azucarados son algunos postres para bebés y ciertas mermeladas tipo light; en ambos

productos el azlcar afiadido deberia ser excluido.
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e Productos acidos y salados. El azucar disminuye la acidez, motivo por el que se afiade
con frecuencia alimentos acidos, como los elaborados a base de tomate (como el
kétchup o la salsa de tomate). Ademas, existen otros alimentos salados a los que
también se aflade azlUcar como ocurre con el maiz envasado: una pequefa lata

incorpora azucar afadido equivalente a 4 g.

2. Inconvenientes generales del consumo de azlcar

El azicar de mesa es inofensivo por si misma, pero su aporte no nos proporciona nutrientes
imprescindibles para el organismo que no puedan ser aportados por otros alimentos. La
sacarosa es transformada en energia gracias a la participacion de vitaminas y minerales,
en especial del calcio. Dado que no son aportadas por el azlcar refinado, el organismo se
ve forzado a usar sus propias reservas pudiendo llegar a provocar carencias de vitaminas
o descalcificacion. El problema es que, si la cantidad de azucar ingerida a lo largo del dia
es excesiva, nos proporciona un exceso de calorias y puede favorecer patologias, como la
obesidad, la caries y la diabetes tipo 2.

Si no tenemos en cuenta el azlcar oculto en multitud de alimentos procesados, la cantidad
final ingerida sera muy alta. En consecuencia, el azicar no se quema y se almacena en
forma de grasa, ademas el consumo de azUcar suele ir asociado a grasas (en panes,

pasteles, chocolates), asi el aporte de grasa también es muy alto.
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3. Equilibrio dietético e ingesta de azucares simples
Se recomienda que el aporte de azUcar afiadido en la dieta no represente mas del 10% del
aporte energético diario. Sin embargo, en una alimentacion equilibrada de azucar natural
proveniente de frutas y hortalizas es suficiente para satisfacer las demandas de glucosa en
nuestro cuerpo. Asimismo, el azucar de frutas o productos naturales o integrales, al
asimilarse de forma mas lenta no estimula la lipogénesis de forma tan intensa. En general
se aconseja reducir el consumo de alimentos procesados y aumentar el de alimentos

naturales como frutas, verduras y lacteos no azucarados ©?),

4. Consumo de fructosa

Todos los dias ingerimos alimentos que incluyen en su formulacion algun endulzante. En
México, el jarabe alto en fructosa es empleado principalmente por la industria del refresco,
especialmente de las de origen norteamericano. A través de las empresas también
norteamericanas que lo comercializan, se ha ido extendiendo su uso a otros diversos
productos alimenticios a precios menores que los de la sacarosa o azUcar de cafia, un
compuesto formado por la uniéon de una molécula de glucosa y una de fructosa, por lo que
se esta desplazando del mercado a este edulcorante mexicano. Resultado del deterioro de
las relaciones entre los Estados Unidos de América y Cuba, se planted la produccién de
sustitutos del azacar como la miel de maiz, ahora llamada miel fructosada.

Las mieles fructosadas son concentrados de fructosa hasta con un 90 por ciento de este
carbohidrato. Son elaborados mediante la hidrolisis de almidon procedente del maiz. La
fructosa libre se encuentra en la miel de abeja (entre 20 y 40 % de los azucares que
contiene), en frutas y jugos de fruta (entre 20 y 40 % de sus azlcares), asi como en algunos

vegetales (entre el 1y 2 % de sus azucares).
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También se emplean en bebidas para deportistas, ya que se transporta directamente al
higado para producir energia, la cual es liberada en forma de ATP o almacenada como
glucégeno en el higado sin causar elevacion de la insulina en el plasma, posibilitando asi la
movilizacion de grasas. Sin embargo, dos efectos importantes en el organismo por la
presencia de fructosa en exceso: el intestino no tolera grandes concentraciones de fructosa
sin que produzcan alteraciones importantes, como diarreas, y en caso de no ocurrir esto, se

metaboliza rapidamente para transformarse en triacilgliceroles 3,

5. Metabolismo de la glucosay fructosa
5.1Digestion y absorcién de los carbohidratos
Los carbohidratos que se ingieren en la dieta son mayoritariamente polisacaridos; y en
menor proporcién monosacaridos o disacéaridos. Los primeros se encuentran presentes en
diferentes alimentos como en los cereales, las legumbres y los tubérculos; mientras que los
segundos se encuentran en la leche, las frutas y el aztcar. Excepto los monosacaridos (y
algunos disacaridos que seran hidrolizados por una disacaridasa del interior del enterocito),
gue no precisan ser digeridos previamente, el resto de polimeros glucidicos debe ser
hidrolizado por las respectivas enzimas del tracto gastrointestinal para poder ser absorbidos.
La degradacion de los disacaridos ingeridos con el alimento, pueden ser directamente
hidrolizados en la superficie en de la mucosa intestinal por la accion de un conjunto de
enzimas: la maltasa, la lactasa o la sacarasa. Finalizado el proceso de digestion, la mayor

parte de monosacaridos por absorber son glucosa, y en menor cuantia fructosa y galactosa.
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La glucosa formada por la digestion de los carbohidratos de la dieta, se absorbe por el
intestino. El transporte a través de la membrana de la mucosa del enterocito depende del
tipo de monosacarido que debe atravesar la membrana:

e Eltransporte de D-glucosa y D-galactosa se lleva a cabo mediante

co-transporte sédico.

e Eltransporte de D-fructosa se lleva a cabo mediante difusion facilitada.

e Eltransporte de las pentosas se lleva a cabo mediante difusién simple.
La absorcion intestinal aporta mayoritariamente glucosa a la sangre, ademas de fructosa y
galactosa, a favor de un gradiente de concentracion. El paso de la glucosa (asi como de la
fructosa y la galactosa) desde el enterocito a la sangre se realiza por medio de
transportadores de glucosa, GLUTs (glucose transporters). Los GLUTs son proteinas
transmembranales encargadas del ingreso de los monosacaridos a todas las células del
organismo. Se han identificado trece isoformas diferentes (GLUT-1 a GLUT-13), cuya
ubicacion y cinética esta adaptada a las necesidades metabdlicas de los distintos tejidos del
organismo, siendo la isoforma GLUT-2 la que se expresa en el enterocito.
Aquellos oligosacaridos y polisacaridos que no pueden ser hidrolizados por las enzimas
mencionadas Yy, por lo tanto, no pueden formar monosacaridos asimilables para el ser
humano (celulosa, hemicelulosa, a-glucano, inulina, pectina, etc.) forman la fibra
alimentaria. Esta a su vez, se clasifica como soluble e insoluble, puede ser fermentada en
el colon, dando lugar a acidos organicos de cadena corta que pueden absorberse y

metabolizarse liberando energia.
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5.2 Metabolismo de los carbohidratos

Los carbohidratos, y en especial la glucosa, son una fuente importante de energia. Los
niveles de glucemia se deben mantener para permitir el metabolismo de aquellos tejidos
que utilizan glucosa como sustrato primario (cerebro, hematies, médula renal, cristalino y
cornea del 0jo, testiculos). Esto se consigue mediante una regulacion entre la captacion
periférica y la produccion hepatica de glucosa, manteniéndose en ayunas unos niveles de
glucosa en sangre de 60-110 mg/dL.

La regulacion de la glucemia se encuentra principalmente bajo el control hormonal, siendo
la insulina y el glucagén las principales hormonas responsables; aunque la adrenalina, los
glucocorticoides, la hormona del crecimiento y las hormonas tiroideas, afectan también al
metabolismo de los glucidos. La hiperglucemia tras el aporte de alimentos causa, de
inmediato, un aumento de la secrecién pancreatica de insulina e inhibicién de la secrecién
de glucagodn. La insulina, aunque es multifactorial y afecta a numerosos 6rganos y tejidos,
regula la homeostasis de la glucosa ejerciendo su funciéon en higado, musculo y tejido
adiposo, principalmente. Se trata de una hormona favorecedora del almacenamiento de la
energia que actua estimulando la captacién y el metabolismo de la glucosa, e inhibiendo la
produccion de la misma en el higado.

La hipoglucemia, en cambio, desencadena una serie de mecanismos pancreaticos
opuestos que conllevan la inhibicion significativa de la secrecion de insulina y aumento de
la secrecion de glucagon. El glucagon, cuya accion es opuesta a la de la insulina, actia

movilizando las reservas enddgenas en estado de ayuno o cuando la dieta es hiperprotéica.
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5.3Metabolismo de los carbohidratos en el higado

El higado es el érgano esencial en el mantenimiento de la glucemia en el organismo
(homeostasis de la glucemia) mediante un proceso que implica reducir la disponibilidad de
glucosa en la sangre, almacenandola en formas de reserva, cuando los niveles son
superiores a la demanda (estado post-prandial); y degradar estas formas de reserva cuando
los niveles de glucosa en sangre disminuyen (estado post-absortivo 0 ayuno).

El ajuste y la produccion hepatica de la glucosa estan sujetos al efecto que ejercen las
hormonas insulina y glucagon, principalmente; haciendo del pancreas un instrumento de
ajuste fino que evita variaciones peligrosas de la glucosa sanguinea. Asi, cuando el nivel de
glucosa en sangre aumenta, el pancreas libera insulina (relacion insulina/glucagén alta)
promoviendo la utilizacién y almacenamiento de la glucosa en el higado y otros tejidos, ya
sea con la produccion de un segundo mensajero de la accion de la insulina o bien
induciendo una cascada de proteina quinasa que promueve la utilizacion de glucosa por
estos tejidos. En cambio, cuando el nivel de glucosa sanguineo disminuye, el pancreas
responde liberando menos insulina y mas glucagon (relacion insulina/glucagon baja), lo cual
promueve la produccién de glucosa hepéatica a través de una serie de eventos intracelulares
gue se activan con el aumento de la concentracion intracelular de AMPc.

5.4 Estado post-prandial

Cuando los niveles de glucosa en sangre aumentan, la entrada de glucosa en el hepatocito
tiene lugar por medio de los transportadores de glucosa GLUT-2. Estos transportadores,
independientes de insulina, se caracterizan por tener una baja afinidad por la glucosa a
pesar de su alta capacidad de transporte. Esto quiere decir que los GLUT-2 son muy
sensibles a los cambios de glucemia, y aseguran de esta forma que la entrada de la glucosa

en el higado tenga lugar en condiciones de hiperglucemia.
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Una vez dentro del hepatocito, el destino principal de la glucosa es su utilizacion para la
sintesis de su forma de almacenamiento, el glucogeno. El glucogeno es un polisacarido
altamente ramificado formado por la union de glucosas mediante enlace glucosidico tipo a-
(1,4) y a-(1,6) en los puntos de ramificacion. La principal funcion del glucdégeno hepatico es
conservar la concentracion sanguinea de glucosa, en particular durante las etapas iniciales
del ayuno. La sintesis de glucogeno ocurre a partir del precursor activo UDP-glucosa. En la
sintesis del precursor activo UDP-glucosa. En la sintesis de este polisacarido intervienen
dos enzimas: la enzima glucdgeno sintasa y la enzima “ramificante”; la primera de estas
enzimas cataliza la formacion de los enlaces glucosidicos a-(1,4) de las cadenas lineales,
mientras que la enzima “ramificante” forma los enlaces glucosidicos a-(1,6) de los puntos
de remificacién, dando lugar a una estructura arboriforme. La glucégeno sintasa es la
principal enzima reguladora de la via, y se caracteriza por tener dos formas cambiables
entre si por fosforilacién-desfosforilacion: una forma activa (a), y una forma inactiva (b);
siendo la forma desfosforilada la forma activa.

Las ramificaciones incrementan el nimero de terminaciones no reductoras a las que se
pueden afiadir otras moléculas de glucosa, lo que acelera el ritmo de la sintesis (y también
de la degradacion) del glucdgeno e incrementa la manera considerable del tamafio de la
molécula. El incremento de glucégeno ejerce un retrocontrol sobre la propia sintesis del
glucogeno, disminuyendo la forma activa de la glucogeno sintasa a medida que ésta se
acumula en el higado. Debido a que la estructura polimérica del glucégeno es muy
voluminosa (por el elevado nivel de hidratacion de la cadena polisacarida), sus posibilidades

de sintesis, y sobre todo de almacenamiento, estan fisicamente limitadas.
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No obstante, la capacidad de almacenamiento de glucégeno del higado es alta, pudiendo
llegar a constituir el 10% del peso humedo de este 6rgano en una persona bien nutrida. Se
estima que la cantidad maxima de glucdégeno que puede almacenarse en el higado (del
orden de 100g en un individuo adulto).

Una vez recuperados los depositos de glucdgeno, el exceso de glucosa restante es utilizado
para la biosintesis de acidos grasos y triacilgliceroles. Para ello, la glucosa es convertida en
piruvato por el proceso de glucolisis y este es transformado en acetil-CoA por accion de la
piruvato deshidrogenasa. De éste modo, aunque la glucdlisis es una via universal de
degradacion de la glucosa cuya funcién principal es el rendimiento energético en forma de
ATP, en el higado el acetil-CoA obtenido a partir del piruvato es a su vez utilizado
primordialmente para la biosintesis de acidos grasos. Los triacilgliceroles formados en el
higado son liberados al torrente circulatorio en forma de lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL), y del plasma pasan al tejido adiposo para su almacenamiento.

La glucolisis esta promovida por la insulina mediante la estimulacién de la actividad de las
enzimas reguladoras de la via: la glucoquinasa, la fructoctoquinasa y la piruvatoquinasa.
Estas enzimas se denominan enzimas reguladoras al catalizar reacciones irreversibles y
estar sujetos a su vez a control alostérico (concentracién de determinados metabolitos) y/o
modificacion covalente. De entre ellas destacar la glucoquinasa, una isoenzima hepatica de
la hexoquinasa con propiedades cinéticas muy diferentes de las hexoquinasas presentes
en otros tejidos. La glucoquinasa tiene una Km (17mM) mucho mas elevada que el resto de
hexoquinasas (y por ello, baja afinidad por la glucosa), y considerablemente mayor que las
concentraciones normales de la glucosa en sangre (-5mM). Ello permite que la fosforilacion
de la glucosa en el higado tenga lugar tan so6lo cuando la concentracion de glucosa dentro

del hepatocito sea elevada sin que se produzca inhibicion de la actividad de la enzima por
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el producto de la reaccion (glucosa-6-fosfato). Ademas, esta isoenzima tiene una velocidad
elevada, lo cual junto con la capacidad de transporte de la glucosa de los transportadores
GLUT-2 a través de la membrana del hepatocito, garantiza que la concentracion de glucosa
en la sangre se equilibre rapidamente, reduciendo al minimo la hiperglucemia durante el
periodo de absorcion de los carbohidratos. El resultado final es que el higado solo utiliza la
glucosa a una velocidad significativa cuando los niveles de glucosa sanguineos son muy
elevados. Los individuos que consumen grandes cantidades de comida rica en glacidos
contienen mayores cantidades de las enzimas reguladoras de la via glucolitica en el higado
(glucoquinasa, 6-fructo-1-quinasa y piruvato quinasa); contribuyendo en mayor proporcion
a disminuir los niveles elevados de glucosa sanguinea en ellos, cuando la proporcion
glucagodn/insulina en la sangre es baja, lo cual ocurre en el estado post-prandial, la insulina
induce la transcripcion de estas enzimas glucoliticas clave, incrementandose asi la
capacidad enzimética de la glucdlisis en el higado. En cambio, la ausencia de insulina hace
que el higado del paciente diabético presente un déficit de estas enzimas, a pesar de los
elevados niveles de glucosa en sangre, siendo ésta una de las razones por las que el higado
de los diabéticos tiene una menor capacidad para utilizar carbohidratos.

La glucosa también es utilizada en el higado por la via de las pentosas fosfato para la
produccion de NDAPH, el cual es necesario en reacciones anabdlicas (como la biosintesis
de acidos grasos y de esteroides), en el mantenimiento del glutation en estado reducido y
en numerosas reacciones catalizadas por los sistemas enzimaticos microsomales.
Ademas, a partir de la utilizacion de la glucosa por la via de las pentosas fosfato se obtienen
ribosas fosfato, requeridas para la sintesis de nucleétidos tales como ATP y los que se

encuentran en el DNA y el RNA.
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5.5Estado post-absortivo o ayunas

La disminucion de la glucemia desencadena un aumento de la secrecién pancreatica de
glucagon a la sangre e inhibicion de la secrecion de insulina. La principal accion del
glucagon es estimular la degradacion del glucogeno hepatico (glucogendlisis). Una vez el
glucagon se ha unido a sus receptores especificos de membrana se activa la glucogeno
fosforilasa. La glucagon fosforilasa es la enzima que contribuye a la movilizacion del
glucdgeno escindiendo los enlaces a-(1,4) de las cadenas lineales del glucégeno; mientras
que la enzima “desramificante” es la responsable de hidrolizar los enlaces glucosidicos a-
(1,6) de los puntos de ramificacion del polisacarido. La glucégeno fosforilasa, al igual que la
glucégeno sintasa, se caracteriza por tener dos formas intercambiables entre si: forma
activa y forma inactiva. Mientas que el glucagon promueve la forma activa de la glucogeno
fosforilasa; al mismo tiempo reduce la actividad de la enzima glucdégeno sintasa, dando lugar
a un sistema de regulacion que impide que ambas enzimas estén totalmente activas al
mismo tiempo.

El glucégeno puede satisfacer las necesidades de glucosa sélo 10 a 18 horas en ausencia
de ingesta dietética de carbohidratos. Durante el ayuno prolongado se agotan las reservas
hepéaticas de glucogeno y se forma glucosa a partir de precursores como lactato, piruvato,
glicerol (derivado de la reserva de triacilgliceroles) y cetoacidos alfa (acido piravico y
a-cetoglutarato, derivados del catabolismo de los aminoacidos glucogénicos).

La via de sintesis de glucosa a partir de estos compuestos se denomina gluconeogeénesis,
y tiene lugar Unicamente en el higado. Aunque pueda parecer que la formacién de glucosa
se produce mediante simple inversion de la glucdlisis, no es asi, pues en los puntos de

regulacion de ambas rutas participan enzimas diferentes.
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La gluconeogénesis esta promovida por el glucagon mediante la estimulacion de la actividad
de las enzimas reguladoras de la via: glucosa-6-fosfatasa, fructosa-1,6-bifosfatasa,
fosfoenolpiruvato carboquinasa y piruvato carboxilasa.

En el estado de ayuno, la actividad de las enzimas reguladoras gluconeogénicas no solo
esta relacionada con los niveles de glucosa sanguinea, sino también con el suministro de
acidos grasos por el higado, lo que conlleva a su vez un incremento de la concentracion de
acetil-CoA y ATP en el hepatocito. Ambos metabolitos promueven la gluconeogénesis (e
inhiben la glucdlisis) ejerciendo un control alostérico sobre los reguladores de dicha via. Asi,
por ejemplo, el acetil-CoA estimula a la piruvato carboxilasa, que a su vez inhibe de forma
indirecta a la fosfofructoquinasa de la via glucolitica al incrementar la sintesis de citrato
(efector alostérico negativo de la fosfofructoquinasa). Por tanto, la oxidacion de los acidos
grasos no solo proporciona ATP para la sintesis de glucosa, sino que promueve dicho
proceso. Ademas, la capacidad enzimatica de la gluconeogénesis en el higado esta
incrementada en el estado de ayuno, pues una proporcion elevada glucagén/insulina en la
sangre induce la sintesis de los enzimas involucrados en los puntos de regularizacion de la
via. El glucagdn sefaliza la induccion de la sintesis de mayores cantidades de enzimas
clave de la gluconeogénesis actuando a nivel transcripcional, al mismo tiempo que causa la

represion de la transcripcion génica de las enzimas reguladoras de la glucélisis G4,
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6. Fisiologia pancreética

6.1El pancreas

El pancreas es una glandula mixta, contiene tejido exocrino conformado por las glandulas

acinares productoras de enzimas digestivas; y también presenta un tejido endocrino

compuesto por las células de los islotes de Langerhans, que producen hormonas que

mantienen la homeostasis de la glucosa (Fig. 1). En conjunto, los islotes de Langerhans

representan alrededor de 1% del peso de la glandula. El pancreas esta cubierto por una

capa de tejido conectivo, rico en células mesoteliales, con finos tabiques que dividen a la

glandula en Iébulos ©9),

Intestino . i Intestino
delgado

C :bidliau o Cabezadel Cuprpo del
- \l / pincIess RN Cola del pancreas

llustracién 1. Localizacion del pancreas

llustracién 2. Anatomia del pancreas
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6.2La célula B pancreatica
Las células de los islotes estan delimitadas en forma incompleta por una capa delgada de
tejido conectivo reticular que se continda en el interior de los islotes en escasa cantidad. El
tejido endocrino adulto contiene cuatro tipos celulares diferentes, con mayor densidad en la
zona de la cola. Estas células son: células productoras de insulina o B, que representan
70%; células productoras de glucagén o a, que representan 20%; las células productoras
de somatostatina o &, que representan entre 5 y 10%, y las células productoras del
polipéptido pancreatico o PP, que abarcan alrededor de 2%. Existen algunos tipos celulares
secundarios, las células productoras del polipéptido intestinal vasoactivo (VIP o células DI)
y las cpelulas secretoras mixtas (EC o enterocromafines). Estos grupos estan contenidos
en una estructura altamente organizada, donde las células B estan en el interior del islote y
el resto de los grupos celulares se encuentra en la periferia. La organizacion del aporte
vascular permite transportar sangre del nicleo a la periferia y se le conoce como BAD
(B- a- &) por su forma centrifuga de aporte vascular. Un cuarto tipo celular se encuentra en
la periferia del islote pancreatico, es similar a las células neuronales de Schwann, ocupan

menos de 1%, se estudia su importancia en la regeneracién pancreatica ©6),
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llustracion 3. Representacion de la anatomia e histologia pancreatica llustracién 4. Observacién en microscopio de un islote

pancreatico, en campo claro a 40x, CMN SXXI, 2016
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7. Insulina
7.1Quimica
La insulina es un polipéptido de peso molecular 5800, compuesto por dos cadenas de
aminoacidos, que en total tienen 51 aminoacidos. La cadena A tiene 21 aminoacidos, y la
cadena B 30 aminoacidos. Ambas cadenas se encuentran unidas por 2 puentes disulfuro
ubicados entre los aminoacidos A-7/B-7, y A-20/B-19. Ademas, la cadena A, tiene también
un puente interno de disulfuro entre los aminoacidos A6/A11. La integridad de la molécula
es indispensable para ejercer las acciones farmacoldgicas. Las cadenas A o B, separadas
luego de la destruccion enzimatica de los puentes disulfuro, carecen completamente de
acciones farmacoldgicas. Los aminoacidos de las posiciones B-22 y B-30, son
indispensables para el mantenimiento de las acciones de crecimiento, se relacionan con los

aminoacidos A-4, A-20, A-21, B-10, B-13, y B-26.

7.2Biosintesis
La sintesis de la insulina, se lleva a cabo en los islotes de Langerhans, del pancreas. En el
islote, se han distinguido por lo menos cuatro tipos celulares: células alfa: secretoras del
glucagén pancreatico (también es producido por las células argentafines de la mucosa
gastrointestinal); células beta: productoras de insulina; células delta: secretoras de la
somatostatina pancreatica, que inhibe a la hormona del crecimiento, la secrecion de
insulina, glucagon, renina, gastrina, secretina, pepsina, Yy colecistoquinina. La
somatostatina, también se produce en hipotalamo, cerebro, médula, ganglios, y mucosa

gastrointestinal. Células PP: secretoras del polipéptido pancreatico.
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llustracion 5. Estructura de la Insulina llustracion 6. Esquema general de la actividad de la insulina tras

el consumo de glucosa®®

La insulina se sintetiza en los ribosomas del reticulo endoplasmico rugoso de las células
beta de los islotes, como preproinsulina, que tiene 109 aa. Este precursor pierde
enzimaticamente algunos aminoacidos, y se transforma en proinsulina de 83 aminoéacidos
de cadena unica en espiral. La proinsulina, se transforma en insulina en el aparato de Golgi
de las células beta, por un proceso enzimatico, dando lugar a la insulina y a un péptido
conector o péptido C, de 32 aminoacidos, que se acumula en granulos secretores ligados
al Golgi, en el citoplasma celular. Los granulos que contienen cantidades equimolares de
insulinay péptido C, son liberados por exocitosis, con participacion del calcio como activador
de los microttbulos, K* y Zn*2, Tanto la proinsulina (en baja cantidad), como el péptido C,
circulan en el plasma sanguineo. La insulina circula en plasma formando dimeros o
hexameros, los que se separan en moléculas individuales. La glucosa es el motor para
activar el receptor de membrana en la célula beta, glucorreceptor. En general, todos los
agentes que activan el AMPc intracelular, ya sea por activacion de la adenilciclasa
(glucagon, estimulan la célula beta), o por inhibicion de la fosfodiesterasa (sulfonilureas,

teofilina), estimulan la secrecién de insulina G7),
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7.3 Transporte, receptor y degradacion
La insulina circula como un polimero compuesto por tres monémeros de 600 Dalton de peso
cada uno. La vida media es corta (entre 10 minutos y 3 horas); liberada del pancreas, a
través de la vena porta llega al higado donde un 50% se retiene y en su mayoria es
degradada alli. El receptor insulinico se encuentra en la membrana citoplasmatica y esta
compuesto por cuatro subunidades (dos alfa y dos beta) unidas por puentes disulfidicos.
Las subunidades alfa alojan los dominios fijadores de insulina y son extracelulares mientras
gue las beta penetran en la célula. Este receptor es una tirosinkinasa, pues transporta
fosfato del ATP a residuos tirosinicos en las proteinas intracelulares blanco. Por accion de
la insulina hay autofosforilacion de las subunidades alfa, se activa el receptor y se producen
mas fosforilaciones intracelulares. Una serie de sustratos fosforilantes intracelulares como
el IRS-1 como centro de reclutamiento y activacion de enzimas que median varios de los

efectos insulinicos, procesos conocidos como sefiales de transduccion insulinica 9.

ESTIMULAN INHIBEN

e Glucosa ¢ Agonistas colinérgicos e Diuréticos tiazidicos o Colchicina

e Fructosa, otros ¢ Estimulacion vagal e Diaz6xido e Insulina
monosacaridos e Xantinas (teofilina) » Beta.bloqueadores ¢ Vagotomia

¢ Aminoacidos e Gastrina o Difenil-hidantoinato ¢ 2-desoxiglucosa
(argninina, leucina) e Secretina sédico e Manoheptulosa

* Acidos grasos e Glucagén e Puromicina o L-asparaginasa

¢ Estimulantes e Prostaglandinas e Estimulantes « Ayuno
adrenérgicos beta 2: e Hormonas contra- adrenérgicos alfa: « Biguanidas
Salbutamol reguladoras de la Norepinefrina

e Sulfonilureas insulina e Somatostatina

(indirectamente)

Tabla 1. Factores que regulan la secrecion de insulina 47)
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llustracién 7. Acciones de la insulina.

Incrementa el transporte de la glucosa desde el exterior de la célula al interior de la misma. Aumenta la sintesis de glucégeno y estimula la
degradacion de la glucosa hasta CO,y H,O. En la membrana plasmatica podemos observar el receptor de la insulina con las subunidades
a extracelulares y las subunidades B que penetran en la célula y tienen actividad tirosinquinasa. *7)

Como el péptido C es excretado en la orina, la medida de sus niveles en orina de 24 horas
refleja la cantidad de insulina secretada durante ese tiempo. Asi que el medir los niveles de
péptido C en orina de 24 horas puede ser utilizado para comprobar la capacidad secretora
de insulina que tiene un paciente.

Gran parte de la insulina circulante esta unida a una B-globulina, pero la vida media de la
insulina en el plasma es muy breve, unos 5 minutos, porque enseguida es captada por los
tejidos, en especial el higado, los rifiones, el musculo y el tejido adiposo. Una cantidad
insignificante de la insulina circulante se elimina por la orina.

Efectos generales de la insulina en biomoléculas: sobre proteinas, causa transporte activo
de aminoacidos al interior de las células, asi como incremento de la sintesis de proteinas y

disminucion del catabolismo proteico, favoreciendo el almacenamiento de proteinas en las

30



células. La insulina y la hormona del crecimiento actian de modo sinérgico para promover
el crecimiento; sobre los lipidos, aumenta la lipogénesis con conversion de glucosa o de
otros nutrientes en acidos grasos y aumento de los depdsitos de triacilgliceroles en el tejido
adiposo. Asimismo, disminuye la lipolisis; sobre los carbohidratos, se secreta en respuesta
a un nivel elevado de glicemia y produce un efecto hipoglicemiante (disminuye los niveles
de glucosa en plasma) lo que se debe a que facilita la entrada de glucosa en las células que
poseen receptores para la insulina. Ademas, acelera la conversion de glucosa en glucégeno
(glucogénesis) con aumento de los depdsitos de glucdégeno en las células y disminuye la

glucogenolisis y la gluconeogénesis ©9),

8. Sobrepeso y Actividad Fisica
ENSANUT 2016 indica que 48 millones de adultos se encuentran en sobrepeso. El 42.6%
de los hombres mayores de 20 afios de edad presentan sobrepeso y 26.8% obesidad. En
el caso de las mujeres con estas enfermedades representan el 355 y 37.5%,
respectivamente. En la poblacion escolar (5-11 afios) la prevalencia de sobrepeso y
obesidad fue de 19.8 y 14.6%, respectivamente. Las graficas que contiene el documento
son todavia mas reveladoras, ya que retoman datos desde 1988, cuando sélo el 9.5% de la
poblacién padecia de obesidad, el 25% de sobrepeso y el 65.5% se encontraba en el rango

“adecuado”.

En 2016 los registros observados cambiaron significativamente; 29 afios después, la
obesidad enferma al 35.2% de los mexicanos. El 35.4% se encuentra en rangos de
sobrepeso y el 29.4%, se clasifica en un peso “adecuado”. Se sefiala a la diabetes

mellitus, como la segunda causa de muerte en el pais, apoyado en las cifras de la
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ENSANUT 2016, que “sefala que 6.4 millones de adultos padecen diabetes (9.2% de los
adultos). El 47% de estas personas han sido diagnosticadas también con hipertension
arterial, significando que del total de poblacion con 20 afios o mas 4.3%

(aproximadamente 3 millones) viven con diabetes e hipertension” (0,

La obesidad es una enfermedad sistémica que supone un factor de riesgo para un cuadro
multiple de otras patologias, ademas de reducir la esperanza y calidad de vida de las
personas que la padecen. El tratamiento idéneo de la obesidad implica un enfoque
multifactorial que deberia ser efectuado por un equipo multidisciplinario, uno de los pilares
fundamentales, tanto del tratamiento como de la prevencion de esta enfermedad, es la
actividad fisica.

La preocupacion por la salud y la estética en relacion al sobrepeso y la obesidad en nuestra
sociedad es una realidad ampliamente extendida. Sin embargo, hoy en dia parece que el
disefio de intervenciones que se basan en la actividad fisica plantea diferentes dudas,
fundamentalmente en cuanto al tipo de ejercicio (cardiovascular, entrenamiento con cargas

o combinaciones) y a las intensidades de ejecucion “1,

9. Obesidad
9.1 Definicion
Tradicionalmente el umbral del sobrepeso y la obesidad se marca en funcion del indice de
masa corporal, siendo de 25-29,9kg/m?. La obesidad se define como un exceso de grasa
corporal, que en el caso de varones esta por encima del 25% del peso corporal, y en mujeres
por encima del 32%. El gran problema derivado de la obesidad es el mayor riesgo de

mortalidad y de padecer diversos trastornos como el sindrome metabdlico, diabetes tipo 2,
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enfermedades cardiovasculares, hipertension, algunos tipos de cancer o dificultades del
aparato locomotor. Todo ello provoca que la obesidad suponga la segunda causa de muerte
prevenible en paises desarrollados.

Parece ser que el exceso de tejido adiposo no es el principal responsable de la comorbilidad
asociada a la obesidad, siendo mas relevante la distribucién antropométrica de la misma 'y
la realizacion de actividad fisica. La distribucion localizada de grasa en la zona visceral y
abdominal es la distribucion adiposa que mas incrementa el riesgo de padecer resistencia
a la insulina, una enfermedad cardiovascular o de sufrir sindrome metabdlico. Respecto al
nivel de actividad fisica, se ha comprobado que una buena condicién fisica en los
adolescentes, incluso entre los que presentan un porcentaje mayor de grasa corporal, da

lugar aiguales o incluso mejores indicadores de salud que en los delgados pero sedentarios.

9.2 Epidemiologia de obesidad y sobrepeso

o Desde 1980, la obesidad se ha mas que doblado en todo el mundo.

e En 2014, mas de 1900 millones de adultos de 18 o mas afios tenian sobrepeso, de
los cuales, méas de 600 millones eran obesos.

e En 2014, el 39% de las personas adultas de 18 o mas afios tenian sobrepeso, v el
13% eran obesas.

e Lamayoria de la poblacion mundial vive en paises donde el sobrepeso y la obesidad
se cobran mas vidas de personas que la insuficiencia ponderal.

« En 2014, 41 millones de nifilos menores de cinco afios tenian sobrepeso o eran
obesos.

« Laobesidad puede prevenirse en la mayoria de los casos. “?
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10.Teoria del balance energético

El cuerpo humano tiende a acumular en forma de tejido adiposo toda la energia que se le
facilita y que no utiliza en ese momento. Aunque existen excepciones en las cuales la
obesidad esta producida por problemas metabdlicos o genéticos severos, en la gran
mayoria de los casos esta situacion es debida a un desequilibrio entre el aporte energético
de la dieta y el gasto energético debido a las actividades fisicas diarias. Tradicionalmente,
en relacion al aporte energético, se han considerado tres situaciones: a) que sea igual al
gasto, en cuyo caso el peso corporal en principio se mantendra estable; b) que sea mayor
gue el gasto, el peso corporal y el porcentaje de grasa aumentaran; c) que sea menor que
el gasto, este es el caso que nos interesa, puesto que es asi como podemos inducir una
reduccion en grasa y peso.

Las razones de que hoy en dia exista un desequilibrio energético son de sobra conocidas,

y entre ellas podemos destacar las siguientes:

e Elcambio en los habitos nutricionales, con dietas de mayor densidad energética, pobres
en frutas y verduras, asi como ciertos comportamientos erroneos contribuyen a la
ganancia progresiva de masa grasa.

e La falta de practica de ejercicio fisico regulado, el aumento del tiempo dedicado a las
actividades sedentarias, el niUmero de horas que se esta viendo la television o el empleo
del transporte motorizado en los desplazamientos, son factores independientes de
riesgo para sufrir obesidad y sobrepeso. Actualmente encontramos bastantes usuarios
gue han vivido una situacion muy prolongada de sedentarismo, en muchas ocasiones
décadas, lo que conlleva un cambio en el comportamiento fisiologico de su organismo.
Esta situacion ha provocado que diversos investigadores comiencen a hablar de una

“fisiologia del sedentarismo”.
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El cuerpo humano esta “disefiado genéticamente”, en la mayoria de los casos, para
acumular energia debido a las épocas de hambruna existentes en el pasado. Hoy en dia,
este disefio hace que entre el 30 y el 80% de la variacion en el peso corporal se relacione
con factores genéticos, y que mas de 430 regiones cromosomicas se relacionen con la
regulacion del peso corporal. Por tanto, son diversos los factores que determinan el depoésito
de grasa corporal del organismo y éstos condicionan también que no todas las personas
respondan igual cuando se trata de perder grasa corporal. Sin embargo, la teoria general
sobre la que descansan los principios fisiol6gicos para perder peso o grasa, se basa en el

desequilibrio energético negativo que nos obligue al uso de grasa de reserva (3 42),

11.Diabetes Mellitus

11.1 Definicién
La diabetes es una enfermedad cronica que aparece cuando el pancreas no produce
insulina suficiente o cuando el organismo no utiliza eficazmente la insulina que produce. Es
una enfermedad metabdlica caracterizada por hiperglucemia causada por defectos en la
secrecion de insulina, accion de la insulina, o ambos. La hiperglucemia crénica de la
diabetes esta asociada con dafio crénico y disfuncién de érganos, principalmente los ojos,
rifiones, nervios, corazén y vasos sanguineos. Graves procesos patogénicos estan
involucrados en el desarrollo de diabetes. Tal es el caso de la destruccion autoinmune de
las células B pancreaticas con la consecuente deficiencia de insulina a anormalidades que
resultan en la resistencia a la accion de la insulina. Las bases de las anormalidades residen
en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas en la diabetes es la deficiente accion
de laiinsulina en los tejidos diana. La accion deficiente de la insulina resulta de la inadecuada

secrecion y/o respuesta disminuida del tejido a la insulina a uno 0 mas puntos en la compleja
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via de la accion de la hormona. La discapacidad de la secrecion y defectos en la accion de
la insulina frecuentemente coexisten en el mismo paciente, y regularmente no es clara de
cual anormalidad se trata, si bien, es la primera causa de la hiperglucemia.
Sintomas de una marcada hiperglucemia incluye poliuria, polidipsia, pérdida de peso, en
ocasiones polifagia, y vision borrosa, ademas de la discapacidad de crecimiento y
susceptibilidad a infecciones.
Las complicaciones a largo plazo de la diabetes incluyen la retinopatia con potencial pérdida
de la vision; la nefropatia siguiendo a la falla renal; la neuropatia periférica con riesgo de
Ulceras en pie, amputaciones, articulaciones de Charcot, y neuropatia autbnoma causando
sintomas gastrointestinales, genitourinarios y cardiovasculares, asi como disfuncion sexual.
Los pacientes con diabetes tienen un incremento en incidencia de ateroesclerosis
cardiovascular, en arterias periféricas y enfermedad cerebrovascular. La hipertension y
anormalidades del metabolismo de lipoproteinas son también asimiladas a la diabetes “3).
11.2 Epidemiologia de diabetes mellitus
o El nimero de personas con diabetes ha aumentado de 108 millones en 1980 a 422
millones en 2014.
o La prevalencia mundial de la diabetes* en adultos ha aumentado del 4,7% en 1980
al 8,5% en 2014.
e La prevalencia de la diabetes ha aumentado con mayor rapidez en los paises de
ingresos medianos y bajos.
o La diabetes es una importante causa de ceguera, insuficiencia renal, infarto de
miocardio, accidente cerebrovascular y amputacion de los miembros inferiores.
e Se estima que en 2012 la diabetes fue la causa directa de 1,5 millones de muertes,

y que otros 2,2 millones de muertes eran atribuibles a la hiperglucemia.
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o Aproximadamente la mitad de las muertes atribuibles a la hiperglucemia tienen lugar
antes de los 70 afios de edad. 1 Segun proyecciones de la OMS, la diabetes sera la
séptima causa de mortalidad en 2030.

« La dieta saludable, la actividad fisica regular, el mantenimiento de un peso corporal
normal y la evitacion del consumo de tabaco previenen la diabetes de tipo 2 o

retrasan su aparicion. 44

11.2 Clasificacion

La diabetes se puede clasificar en las siguientes categorias generales:

1. Diabetes tipo 1. Debido a la destruccion de las células B, usualmente llevando a la
absoluta deficiencia de insulina.

2. Diabetes tipo 2. Debido al progresivo defecto en la secrecion de insulina previo a la
resistencia a la insulina.

3. Diabetes mellitus gestacional (DMG). Diabetes diagnosticada en el segundo o tercer
trimestre de embarazo, la cual no es claramente una diabetes evidente.

4. Tipos especificos de diabetes debidos a otras causas, por ejemplo: los sindromes de
diabetes monogénica (como la diabetes neonatal y la diabetes de la edad madura
presente en el joven (MODY, por sus siglas en inglés), enfermedades del pancreas
exocrino (como la fibrosis quistica), y la diabetes inducida por farmacos o quimicos

(como en el tratamiento de VIH/SIDA o después de la trasplantacion de 6rganos) “9).
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12. Diabetes mellitus tipo 2

Este tipo de diabetes predomina en el 90-95% de pacientes con diabetes, referida como
diabetes no insulinodependiente, engloba individuos que presentan resistencia a la insulina
y usualmente tienen relativa, casi en absoluto, insulina deficiente. En el inicio, y
regularmente durante el resto de su vida, estos pacientes no necesitan insulina como
tratamiento para sobrevivir. Hay probablemente muchas causas diferentes de este tipo de
diabetes. A pesar de que las etiologias especificas no son conocidas, la destruccion
autoinmune de las células B no se produce.

La mayoria de los pacientes con este tipo de diabetes son obesos, y la obesidad por si
misma causa cierto grado de resistencia a la insulina. Pacientes que no son obesos por el
criterio tradicional de peso pueden tener un incremento de porcentaje de grasa corporal
distribuido predominantemente en la region abdominal. Cuando aparece la cetoacidosis en
este tipo de diabetes, surge en asociacion con otras enfermedades, como alguna infeccion.
Este tipo de diabetes frecuentemente se encuentra sin ser diagnosticada por varios afos
porque la hiperglucemia se revela gradualmente y en estados tempranos frecuentemente
no es lo suficientemente severa para el paciente y tampoco detectar ninguno de los
sintomas clasicos de la diabetes.

Sin embargo, tales pacientes se encuentran en un riesgo mayor de desarrollar
complicaciones tanto macro como microvasculares. Mientras que los pacientes con esta
forma de diabetes pueden tener niveles de insulina que parezcan normales o elevados, los
niveles de glucosa en sangre en estos pacientes se esperan resulten aun mas altos, los
niveles de insulina altos y la funcion de sus células B normal. Asi, la secrecion de insulina

en estos pacientes es insuficiente para compensar la resistencia a la insulina. La resistencia
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a la insulina puede mejorar con la reduccién de peso y/o tratamiento farmacéutico de
hiperglucemia, pero es raramente restaurado a la normalidad.

El riesgo de desarrollar este tipo de diabetes incrementa con la edad, obesidad y la ausencia
de activad fisica. Ocurre con mas frecuencia en mujeres con previa DMG (Diabetes Mellitus
Gestacional) y en individuos con hipertension y dislipidemia, y su frecuencia varia entre
diferentes razas o subgrupos étnicos.

Esta asociada con una fuerte predisposicion genética, mas que en la autoinmune forma del
tipo 1 de diabetes. Sin embargo, la genética de esta forma de diabetes es compleja y no
esta completamente definida.

Entre 1997 y 2003, el Expert Comittee on Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus
reconocio un grupo intermedio de individuos cuyos niveles de glucosa no cumplen los
niveles de diabetes, sin embargo, son mas altas que los considerados normales. Estas
personas son definidos por tener alteracion de la glucosa en ayuno (IFG, por sus siglas en
inglés) [glucosa plasmatica en ayuno (FPG) de 100 mg/dL (5.6 mmol/L) a 125 mg/dL (6.9
mmol/L)], o intolerancia a la glucosa (IGT) [valores en el examen oral de tolerancia a la
glucosa de 2 horas (OGTT) de 140 mg/dL (7.8 mmol/L) a 199 mg/dL (11.0 mmol/L)].

Los individuos con IFG y/o IGT han sido referidos como prediabéticos, indicando alto riesgo
para el futuro desarrollo de diabetes. IFG e IGT no deberian ser vistos como entidades
clinicas por si mismas sino como factores de riesgo para presentar diabetes, asi como para
enfermedad cardiovascular. Una intervencion estructurada en el estilo de vida, dirigido a
incrementar la actividad fisica y produciendo una pérdida de peso del 5-10%, y ciertos
agentes farmacoldgicos han demostrado la prevencion o retraso del desarrollo de diabetes

en pacientes con IGT “6),
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13.Sindrome Metabdlico
13.1 Definicion y Epidemiologia del Sindrome Metabdlico

e Se define como la coexistencia simultanea de tres de los siguientes trastornos:
obesidad, resistencia a la insulina, hipertension arterial y dislipidemia.

e Segun datos de OMS, el sindrome metabdlico o enfermedad cardiovascular es la
primera causa de mortalidad, la cual causa un impacto de 17 millones de muertes al
ano.

e La Enfermedad cardiovascular es responsable de cerca de 32 millones de eventos
coronarios y de accidentes cerebro vasculares siendo un 40-70% fatales en paises
desarrollados.

e En un estudio realizado en poblaciones suecas, finlandesas, caucasicas y México-
americanas encontrando que la prevalencia del sindrome metabdlico ajustado por
edad fue de 23.7%

e En Estados Unidos, en el estudio comprendido entre 1999-2002 existe una
prevalencia de 34.5% en la poblacion con sindrome, segun con los criterios del ATP
[l (Guia Para El Tratamiento En Adultos III),

e Un afio después se hace un seguimiento en el periodo comprendido del 2003-2006
estableciendo que un 34% lo presentan en edades que oscilan los 40-59 afios y
guardando relacion con el IMC, raza, etnia 'y sexo. Por lo que se puede sefalar, que

las prevalencias en todos los estudios realizados se mantienen constantes. “7)
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14.Comportamiento de la célula B pancreatica en hiperglucemia

La célula B pancreatica secreta insulina en funcién de la concentracion extracelular de
glucosa y de otros nutrientes circulantes, como son los acidos grasos. Esta podria definirse
como una adaptacion fisiolégica normal de la secrecion de la hormona en funcion de la
demanda, este patron secretor se pierde en condiciones de hiperglucemia e hiperlipidemia
cronicas tipicas de la patologia diabética. La evidencia experimental correlaciona la
presencia en exceso de dichos nutrientes con el desarrollo de la enfermedad. Este
fendmeno, denominado glucotoxicidad para la glucosa o lipotoxicidad para los acidos
grasos, contempla la propiedad por parte de dichos nutrientes de controlar diversos
programas génicos que desembocarian en profundas alteraciones fenotipicas en la célula
B. En primera instancia, la célula B tiene mecanismos de adaptacion y detoxificacion para
esta situacion desfavorable y mantener una correcta respuesta secretora. Sin embargo,
cuando la situacion de hiperglucemia e hiperlipidemia cronica se da sobre todo de forma
conjunta, se activan programas de suicidio celular que culminan en la desaparicion de estas
células productoras de insulina y la aparicion de la diabetes.

La célula B no sdlo funciona como una bomba de insulina, sino que posee un sofisticado
sistema sensor que adapta la cantidad de hormona secretada a la demanda glucidica de
una forma dependiente de la dosis del azlcar.

Aungue la glucosa es el nutriente esencial desencadenante de dicha respuesta, otros
nutrientes, como los acidos grasos Yy ciertos aminoacidos también son capaces de regular
respuestas secretoras dependientes de glucosa. La glucosa puede tener, en este sentido,

una doble cara ejerciendo un efecto beneficioso o deletéreo sobre la célula f.
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Todo depende del tiempo en el que la célula B esta expuesta a las altas concentraciones
del azucar, asi, si la célula esta sometida a una hiperglucemia aguda (situacion fisiologica)
0 cronica (situacion patoldgica). Esta ultima situacion es tipica de la diabetes tipo 2 y de
patologias relacionadas con la obesidad.
14.1 Glucotoxicidad

En los casos de hiperglucemia cronica la glucosa es capaz de modificar directa e
indirectamente diversos programas génicos que desembocarian en la produccion de
profundos cambios fenotipicos. Asi se ha observado en diversos modelos experimentales
animales y de células cultivadas, que la alta concentracion de glucosa modifica los niveles
de expresion del gen codificador del transportador de glucosa GLUT2, activa la primera
enzima de la via glucolitica (glucoquinasa o GK), y causa una induccién coordinada de
genes que codifican enzimas de la glucdlisis, anaplerosis y lipogénesis. Todos estos efectos
vienen acompafiados con una activacion temprana de genes implicados en la regulacion
del ciclo celular como cmyc, c-fos, c-jun, zif-268 o nur-77. En estos casos se observa una
desdiferenciacion de la propia célula B, que comienza a expresar proteinas tipicas de
estadios primitivos en el desarrollo, como son la hexokinasa | o lactato deshidrogenasa-A,
enzimas que raramente aparecen en la célula B madura. Todos estos cambios vienen
acompafados de otros cambios metabdlicos y funcionales, como es una curva de secrecion
de insulina alterada, deposicion de glucégeno, flujo glucolitico aumentado, al igual que los
procesos anapleroticos y lipogénicos, con una marcada produccion de triacilgliceroles y
lipidos complejos (llustracion 8). En su conjunto, estas profundas alteraciones han dado pie
a la hipétesis de la glucotoxicidad, postulando efectos nocivos a nivel de la célula 3

pancreatica a altas concentraciones de glucosa.
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llustracion 8. Esquema representativo de la glucotoxicidad en la célula B pancreatica.

En una primera instancia podria observarse una respuesta adaptativa a través de la induccion de determinados genes tempranos o del
propio metabolismo, participando el CAMP o el Ca?". Tanto los genes tempranos, como algunos factores metabdlicos (Glucosa-6-fosfato
(G6P), piruvato, etc.) modularian la expresion y la actividad de diversos genes y enzimas, como: el trasnportador de glucosa Glut-2,
glucokinasa (GL), fosfofructokinasa-1 (PFK-1), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GADPH), L-piruvato kinasa (L-PK), piruvato
deshidrogenasa (PDH), piruvato carboxilasa (PC), enzima malico (ME), acetil-CoA carboxilasa (ACC), acido graso sintetasa (FAS), lipasa
sensible a hormonas (HSL). Esta activacion metabdlica va a producir por un lado un incremento en los depdsitos energéticos de la célila,
como son glucogeno y triacilgliceroles (TG), y, por otro lado, un aumento en intermediarios metabdlicos como ATP, equivalentes reducidos
(NADPH), glutamina (GIn), malonil-CoA vy lipidos de sefializacion. El patrén de secrecion detectado por radioinmunoensayo (IRI) presenta
una alta secrecion de insulina por debajo de 10 mM glucosa (10G) y una falta de induccion de la secrecion entre 10 y 20 mM (20G),
resultando en una pérdida de la sensibilidad a la glucosa. Si la hiperglucemia persiste, pueden aparecer procesos de desdiferenciacion con
la aparicién de nuevas proteinas metabdlicas: lactato deshidrogenasa-A (LDH-A) y hexokinasa-l (HK-I). También pueden darse procesos
apoptéticos, incrementados si hay acidos grasos (AG).

14.2 Mecanismo general de la glucolipotoxicidad
Aunque se han apuntado varias hipétesis para explicar el modo de accion de la gluco- vy la
lipotoxicidad, los acontecimientos moleculares que ocurren durante ambos procesos no han
sido caracterizados todavia en su totalidad. En principio, parece ser que la glucemia elevada
no seria muy toxica para la célula B, ya que este tipo celular es capaz de adaptarse mediante
cambios en los niveles de expresion de genes clave en el metabolismo intermediario. Esto
permitiria una elevada oxidacion del azucar y el flujo de intermediarios a través del ciclo de
Krebs mediante reacciones de anaplerosis y cataplerosis. El resultado seria la produccion

de factores de acoplamiento que favorecerian la detoxificacion de la glucosa y el
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desplazamiento de la curva de secrecion hacia la izquierda, consiguiendo un aumento en la
sensibilidad a la glucosa y modificando el umbral de secrecion.

Por otro lado, elevadas concentraciones de acidos grasos y en ausencia de hiperglucemia
tampoco resultarian muy toxicas, ya que la baja concentracion extracelular de glucosa no
permitiia un aumento en los niveles intracelulares de malonil-CoA, permitiendo la
B-oxidacion y resultando en una lipodetoxificacion a través de CPT-I, ACO y UCP-2
posiblemente. Esta situacion es la que se da en situacion de ayuno prolongado, en la que
la glucemia es baja, pero la concentracion de lipidos circulantes es alta, lo que ademas es
beneficioso para mantener un nivel basal de secrecion de insulina. Por lo tanto, el mayor
problema ocurrira en una situacion de pre-diabetes, en la que la resistencia a la insulina va
acompafada de hiperglucemia y de elevadas concentraciones circulantes de acidos grasos.
Esta situacion favorece los procesos de esterificacion y aumento de los depdsitos lipidicos
en la célula 3, una célula cuya mision no es almacenar grasa. En este proceso participa la
ruta glucolitica proporcionando glicerol-3-fosfato que sera utilizado para la sintesis de
triacilgliceroles. En una primera instancia, se produciria una hiperinsulinemia causada por
un aumento en la secrecion de la hormona debido a un exceso de lipidos de sefializacion
intracelular (diacilgliceroles, fosfolipidos, etc.) que podrian modular la actividad
determinadas formas de la PKC. Sin embargo, esta etapa de compensacion no puede ser
mantenida debido a un exceso intracelular de intermediarios lipidicos (acido fosfatidico y
lisofosfatidico, esfingolipidos, ceramidas, ciclo- y lipo-oxigenasas, acil-CoAs y acil-carnitina),
muchos de ellos ya reconocidos como toxicos. Como resultado de todo ello se produciria
una secrecion de insulina defectuosa y la activacion de los programas de apoptosis o

suicidio intracelulares.

44



En este complejo proceso de disfuncion metabdlica, el malonil-CoA y el PPARa (Receptora
Activadores de Proliferacion Peroxisomal a) jugarian un papel preponderante. A altas
concentraciones de glucosa, malonil-CoA se acumularia en el citosol e inhibiria el proceso
mitocondrial de la B-oxidacion a nivel de la CPTI. Por lo tanto, las Unicas rutas de proteccion
y detoxificacion lipidica que quedarian en teoria implicarian la CP-2 y la ruta de 3-oxidacion
peroxisomal a través de la ACO. Sin embargo, estas rutas también se verian fectadas en
esta situacion, ya que los niveles de PPARa estarian bajos. El PPARa es un factor de
transcripcidon esencial para la expresion de los genes de la UCP-2 y de la ACO. Dicho factor
de transcripcion presenta niveles bajos de expresion en islotes expuestos a altas
concentraciones de glucosa y los acidos grasos se muestran incapaces de revertir el efecto
del azucar. En consecuencia, la célula B quedaria atrapada en esta espiral de toxicidad a
los nutrientes, dada la incapacidad para detoxificar (llustracion 9).

Acil-CoA __, Apoptosis

Acil-carnitina
Etc.

tAcidos __
grasos

) uce-2 | Aco

| CPT-l act
t Malonil-CoA | PPARa
B-oxidacién Desacoplamiento B—oxu:-lacmnl
mitocondrial mitocondrial peroxisoma
{ Glucosa

llustracién 9. Modelo de los factores que convergen en el desarrollo de la lipotoxicidad en la célula  pancreatica.

La lipotoxicidad se desarrolla cuando ambos nutrientes (glucosa y acidos grasos) se encuentran elevados. Ante una elevacion en la
concentracion extracelular de acidos grasos se activan diversos sistemas lipodetoxificantes, como es la 3-oxidacion mitocondrial (menor
produccién de ATP) y la B-oxidacién peroxisomal. Sin embargo, este proceso de detoxificacion no es efectivo en condiciones de
hiperglucemia. En primer lugar, la B-oxidacién mitocondrial se ve reducidad por los elevados niveles de malonil-CoA derivados de la glucosa,
inhibiendo la actividad de la carnitin-palmotoil transferasa-I (CPT-I).

La B-oxidadcion peroxisomal y el desacoplamiento mitocondrial también se ven afectados ya que los genes que codifican las proteinas
claves (proteinas desacopladora-2 (UCP-2) y acil-CoA oxidasa (ACO)) dependen del factor de transcripcion PPARa (Receptor a
Activadores de Proliferacion Peroxisomal a), que se encuentra disminuido en condiciones de hiperglucemia. Por lo tanto, la ruta alternativa
de los éacidos grasos seria la esterificacién y acumulacion, resultando en apoptosis.
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En estas condiciones, la Unica ruta disponible para los acidos grasos seria la esterificacion,
acumulandose en el citosol. La célula B no es una célula especializada en almacenar lipidos,
como en el caso de los adipocitos. Esta acumulacion progresiva de lipidos desembocaria
en una disfuncion celular, que se reflejaria en un proceso defectuoso de sintesis y secrecion
de insulina. Ademas, estos lipidos provendrian de una parte de los elevados acidos grasos
circulantes y de otra de las altas concentraciones extracelulares de glucosa, situacion ésta
muy tipica de los estados diabéticos. Una normalizacion progresiva de los niveles
extracelulares de acidos grasos podria tener un cierto efecto beneficioso, aunque en este
sentido hay que apuntar a que la degradacion de los triacilgliceroles acumulados es lenta.
Si esta normalizacion no se lleva a cabo, el proceso puede degenerar en apoptosis o
induccion del suicidio celular, ausencia por tanto de insulina y establecimiento de diabetes.
Los estudios realizados en sistemas celulares apuntan a que la glucotoxicidad y la
lipotoxidad son una misma entidad en la diabetes tipo 2, siendo una de las causas
principales de la disfuncion a nivel de las células B. Estos estudios sientan las bases
moleculares para verificar esta hipétesis en modelos de diabetes en animales e intentar
trasladar estos conocimientos a los seres humanos. Esta hipétesis podria explicar ademas
cémo una dieta inadecuada podria afectar a un tipo celular determinado, como es la célula
B y contribuir al desarrollo de esta enfermedad.

Es necesaria mas investigacion para comprender los mecanismos que desembocan en esta
enfermedad y poder disefiar estrategias terapéuticas mas precisas y avanzadas en el
tratamiento de la diabetes. En este sentido, los PPARSs, tal y como se ha visto para el
PPARa, y posiblemente el PPARy, se han mostrado recientemente como dianas

interesantes en desarrollo de nuevos farmacos para tratamiento de esta patologia 9.
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15. Apoptosis

La apoptosis es una forma de muerte celular, caracterizada por distintos cambios
morfolégicos, que incluyen condensacion de la cromatina y fragmentacion nuclear
(pyknosis), pliegues en la membrana plasmatica, desensamble del citoesqueleto y
contraccion celular. Eventualmente la célula se rompe en pequefos fragmentos rodeados
de membrana (conocidos como cuerpos apoptoticos), los cuales son eliminados por
fagocitosis sin iniciar una respuesta inflamatoria. La liberacion de los cuerpos apoptoticos
inspiro el término de “apoptosis”, palabra griega que significa “caerse o desprenderse”, que
evoca la caida de las hojas de los arboles en otofio.

Bajo condiciones patoldgicas la muerte celular puede ser modulada. En ocasiones carece
de la constelacion de cambios morfoldgicos asociados con la apoptosis fisiologica, o retiene
solamente porciones del programa, asi que estrictamente no califica para ser llamada
apoptosis, ejemplo de ello son los cambios generados durante la isquemia. Las evidencias
indican que la apoptosis insuficiente se puede manifestar como cancer o autoinmunidad,
mientras que la muerte acelerada se aprecia en enfermedades degenerativas agudas y
cronicas, inmunodeficiencias e infertilidad.

La apoptosis también es un mecanismo de defensa importante contra patdgenos. Asi, el
suicidio celular puede constituir un mecanismo para privar a los virus del hospedador celular
para su replicacion, limitando asi su dispersion. También algunas de las familias de las
proteinas involucradas en la regulacion de la apoptosis de la apoptosis participan en la
respuesta inflamatoria hacia patdgenos microbianos, por ejemplo, las caspasas que son
una proteasas efectoras criticas del programa de apoptosis, pueden degradar y activar
citosinas proinflamatorias, tales como pro-interleucina-138 (pro-IL-1 B) y pro-IL-18; de

manera similar, proteinas involucradas en la activacion de caspasas participan en la
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activacion del factor nuclear (NF)-kB, el cual regula la expresion de numerosos genes
importantes para la respuesta inflamatoria e inmunidad innata y adquirida.

15.1 Mecanismos de activacion de la muerte celular programada
La muerte celular puede activarse a través de la via intrinseca o de la via extrinseca,
dependiendo del origen del estimulo de muerte. La via extrinseca es desencadenada en
respuesta a una amplia variedad de estimulos que son generados dentro de la célula, tales
como activacion de oncogenes o dafio del ADN.
Esta via es mediada en la mitocondria, y en respuesta a estimulos apoptéticos diversas
proteinas son liberadas del espacio intermembranal de la mitocondria hacia el citoplasma.
Algunas de las proteinas bien caracterizadas incluyen: el citocromo ¢, SMAC/DIABLO, AlF
(factor inductor de apoptosis), EndoG (endonucleasa G) y Omi/HTRA2 (proteina A2
requerida para las altas temperaturas).
Quiza la mas importante de estas proteinas proapoptiticas sea el citocromo c, el cual se une
y activa a la proteina factor 1 activador de la proteasa apoptotica (Apaf-1) en el citoplasma,
lo que promueve que esta ultima se una a ATP/dATP y forme el apoptosoma, que media la
activacion autocatalitica de caspasa 9, y esta a su vez activa a la principal caspasa efectora,
caspasa 3.
La via extrinseca es mediada por la activacion de receptores, como la uniéon de un ligando
de muerte (FasL) a su receptor especifico (Fas) en la superficie celular. Los ligandos de
muerte son constituitivamente homotrimeéricos; la union a sus receptores conduce a la
formacion de un complejo homotrimérico minimo ligando-receptor, que seguidamente
recluta factores citosolicos, tales como FADD y caspasa 8, formando el complejo DISC. La
formacion de DISC conduce a la activacion de caspasas iniciadoras tales como caspasa 8,

la cual posteriormente rompe y activa la caspasa efectora, caspasa 3. La funcion de DISC
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en la activacion de caspasa 8 se piensa es analoga a la activacion de caspasa 9 por el
apoptosoma, aunque se desconocen los detalles del mecanismo molecular. Ambas vias
pueden entrecruzarse a través de la degradacion de Bid mediada por caspasa 8, el cual
conduce entonces a la activacion de la via mitocondrial.
La apoptosis inducida por Fas puede seguir dos vias. En las células tipo |, como los timocitos
in vitro, la apoptosis inducida por Fas es refractaria a Bcl-2, debido a una degradacion
suficiente de caspasa 8 y activacion de caspasa 3 y 7. En las células tipo Il, como
hepatocitos, Bcl-2 bloguea la muerte celular mediada por Fas y es requerida una
amplificacién mitocondrial en donde la caspasa 8 media la degradacion de Bid (miembro de
la familia Bcl-2) resultando en su traslado hacia la mitocondria y la liberacion de citocromo
c, para generar suficiente actividad caspasa efectora y provocar la muerte de tales células.
Otro grupo de receptores de muerte se ha caracterizado y muestran diferentes ligandos de
muerte conocidos como ApoZ2L, y los TRAIL (ligando inductor de apoptosis relacionado con
TNF). Las células cancerigenas, pueden mostrar una sensibilidad relativa hacia la apoptosis
mediada por TRAIL.

15.2 Familia de proteinas Bcl-2
La familia de proteinas Bcl-2 son reguladores criticos de la apoptosis, dentro de sus
funciones se incluyen los pasos de muerte celular dependientes de la mitocondria. Las
proteinas de la familia Bcl-2 derivan su nombre del linfoma de células B2. Los miembros de
esta familia usualmente son divididos en grupos diferentes basados en la presencia o
ausencia de las secuencias o dominios de homologia Bcl-2. En la tabla 2 se resumen los
miembros de la familia de proteinas Bcl-2.
Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1, Bak y otros miembros diversos de la familia Bcl-2 tienen un tramo de

aminoacidos hidrofobicos cerca de su C-terminal que las ancla en membranas internas
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celulares, predominantemente en la membrana externa de la mitocondria y en el reticulo
endoplasmico. Por el contrario, otros miembros de la familia de proteinas Bcl-2 tales como
Bid, Bim y Bad carecen de estos dominios de anclaje a la membrana, pero son trasladadas
a la mitocondria en respuesta a estimulos especificos.

Estas proteinas de la familia Bcl-2 se piensa que regulan directamente la permeabilidad de
la membrana mitocondrial, permitiendo o inhibiendo el eflujo de proteinas apoptogénicas de
estos organelos. Estas proteinas apoptoéticas (Bcl-2, Bcel-XL, Mcl-l, Bfl-W y posiblemente

Bcl-B) y proteinas apoptéticas (Bax, Bak, Bok y Bid).

GRUPO DOMINIOS MIEMBROS
Familia con multi-dominios, los Bcl-2, BclX, Mcl-1, Bcl-W, Bfl-1,
() cuales contienen BHI, BH2,BH3 y Bcl-B, Diva; Bax, Bak, Bok y
BH4 Bcl-Rambo
(D) Proteinas con dominios BH2 y BH3 Bcl-GL y Bfk
(11 Proteinas que contienen el dominio  Bad, Bid, Bim, Spike, Bmf, Bik,
BH3-only Noxa, Puma, Hrk y Spike.
(V) Proteinas con dominios tipo BH3 Nip3; Nix; Mapl y pl93
V) Proteina que contiene un dominio Bel2L12

BH2 putativo

Tabla 2. Clasificacion de los miembros de la familia Bcl

Bax y Bak cuando se activan, oligomerizan en la membrana mitocondrial, dando como
resultado la liberacion de citocromo c y otras proteinas de estos organelos, que contribuyen
a la activacion de caspasas y otros mecanismos de muerte celular. Por el contrario, las
proteinas antiapoptoticas tales como Bcl-2 y Bcl-XL, bloquean la oligomerizacion de Bax y
Bak, preservando la viabilidad celular.

Las proteinas antiapoptéticas de la familia Bcl-2 no se insertan solamente en la membrana

mitocondrial, también lo hacen en la membrana del reticulo endoplasmico (RE). La
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sobreexpresion de Bcl-2 parece causar una perturbacion del Ca?* liberado del reticulo en
respuesta a algun tipo de estimulo de muerte celular y drogas.

El dominio BH3 media la dimerizacion entre las proteinas de la familia Bcl-2 y se inserta
sobre una grieta hidrofébica de la superficie de proteinas antiapoptoéticas tales como Bcl-2
y Bcl-XL. En mamiferos, los miembros de la familia que presentan BH3-only son
uniformemente proapoptoticos. La actividad inductora de muerte celular de la mayoria de
las proteinas con dominio BH3 depende de su habilidad para dimerizar con miembros
antiapoptoticos de la familia Bcl-2 y asi funcionan como inhibidores transdominantes de
proteinas inhibidoras tales como Bcl-2 y Bcl-XL.

Alternativamente, ciertas proteinas BH3-only, en particular Bid y Bim, pueden unirse a
proteinas multidominio proapoptoticas (tales como Bax y Bak) y funcionar como agonista
de la apoptosis. La union de Bid a Bax o Bak promueve su insercion en la membrana y su
oligomerizacion, resultando en un cambio en la permeabilidad de la membrana mitocondrial
y liberacion de proteinas apoptogénicas en el citosol.

Las isoformas de Bim que contienen BH3-only se asocian con los microtlbulos a través de
la unién directa a la cadena ligera de dineina (CLC). La interrupcion de estas interacciones
proteinicas libera las isoformas de Bim asociadas con los microtdbulos, permitiendo su
dimerizacion a través de sus dominios BH3 con proteinas de la familia Bcl-2 antiapoptoticas
en la superficie de la mitocondria. Las proteinas Bad con un BH3-only se traslada entre el
citosol y la mitocondria, dependiendo de si esta fosforilada. Diferentes proteinas quinasas,
incluyendo Akt (también llamada quinasa dependiente de AMP ciclico), Rafl, Rskl y Pakl
(quinasa | activada por p21), se han reportado como fosforiladoras de Bad, inactivando asi
a las proteinas, de modo que no puedan dimerizarse con Bcl-2 y Bcl-XL. La expresion de

algunas proteinas de la familia Bcl-2 proapoptoticas es controlada a nivel del empalme
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(splicing) del ARN mensajero. Sefales especificas cambian el patron de las proteinas con
actividad proapoptoética. Las perturbaciones en la expresion y las modificaciones
postransduccionales de las proteinas de las proteinas de la familia Bcl-2 han sido asociadas
con muchas patologias.
15.3 Caspasas

Estas proteasas estan presentes como zimogenos inactivos en todas las células animales.
Pero pueden ser disparadas para asumir un estado activo, lo cual generalmente involucra
Su procesamiento proteolitico, en un residuo conservado de acido aspartico (Asp). Después
de la activacion, los miembros de esta familia de cisteina proteasas intracelulares, degradan
sus sustratos en residuos de acido aspartico, lo que le da su pseudénimo de “caspasas”
(cisteinil-aspartato proteasas). Basados en la observacion que (i) las caspasas rompen sus
sustratos en el residuo Asp y que (ii) las caspasas son activadas por el procesamiento
proteolitico en el residuo Asp, es claro que las proteasas colaboran en una cascada
proteolitica que conlleva a su activacion.

Hasta ahora se ha determinado que el genoma humano codifica para 12 caspasas. Las
caspasas pueden ser agrupadas de acuerdo a su especificidad o a su similitud en la
secuencia de aminoacidos; sin embargo, desde un punto de vista funcional las caspasas
pueden ser vistas como caspasas “iniciadoras” que degradan proformas inactivas de las
caspasas efectoras, activandolas a su vez, o bien como caspasas “efectoras” que degradan
otros sustratos proteicos dentro de las células para disparar los procesos apoptoticos. La
activacion de las caspasas no resulta en una degradacion masiva de las proteinas celulares,
mas bien ellas rompen selectivamente un grupo estricto de proteinas diana, usualmente en
una o pocas posiciones de la secuencia primaria (siempre después de un residuo

aspartato).
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La degradacion proteolitica por las caspasas puede conducir a diferentes resultados
dependiendo de la naturaleza del sustrato y la posicion exacta del sitio de ruptura en la
secuencia primaria. La forma mas sencilla y probablemente la mas frecuente, resulta en la
pérdida o ganancia de actividad biolégica. Los principales sustratos de las caspasas
efectoras incluyen: proteinas quinasas (en las cuales las caspasas separan el dominio
regulador autorepresivo, del dominio catalitico) y otras proteinas transductoras de sefiales,
tales como proteinas de la matriz nuclear y del citoesqueleto, enzimas modificadoras de la
cromatina (por ejemplo, la polimerasa poli ADP ribosa, PARr), proteinas reparadoras del
ADN y subunidades inhibidoras de ciertas endonucleasas, que son en parte responsables
de la digestion del genoma. Estos eventos de degradacion proteolitica son irreversibles y

conducen a la muerte de la célula.

Las caspasas son requeridas para inducir la apoptosis, asi como para el procesamiento
proteolitico de ciertas citocinas proinflamatorias. El pliegue de esta cisteina proteasa que
constituye el dominio caspasa, esta tipicamente compuesto de subunidades cataliticas

largas y pequefas de aproximadamente 20 y 10 kDa cada una.

Las subunidades son generadas luego de una degradacion catalitica de la proproteina
precursora, y su ensamble posterior en un heterotetramero, con dos sitios activos formados
por la unidon de las subunidades largas y pequefias. Dos caspasas cuyo dominio precursor
(pre-dominio) contiene un par de DEDs (dominios efectores de muerte) en tandem se
encuentran en humanos: caspasa 8 y 10. Ambas son activadas tipicamente en el contexto

de la traduccion de sefales desencadenadas por la familia de citocinas TNF.
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Cinco caspasas humanas contienen pre-dominios N-terminal con un CARD (dominio de
reclutamiento de caspasa). Dos de estas, caspasas 2 y 9, estan implicadas en la regulacion
de la apoptosis. La caspasa 2 esta putativamente involucrada en el estrés en el aparato de
Golgi y la activacion de caspasas 2 y 9 poseen funciones en la vinculacion de la mitocondria
con lared de proteasas caspasas. Sin embargo, tres de estas caspasas que tienen dominios
CARD son mejor conocidas por sus roles en la degradacion y activacion de citocinas
proinflamatorias (pro-IL-1 y pro-IL-18), que por su papel en la apoptosis. En humanos
pertenecen a este grupo las caspasas 1, 4 y 5 49,
15.3.1 Activacion de las caspasas iniciadoras
El entendimiento de como las caspasas iniciadoras son activadas esta lejos de ser
completado. Las caspasas iniciadoras no existen constitutivamente como homodimeros del
zimégeno o la enzima activada. La caspasa 9 antes y después del procesamiento
proteolitico, esta presente predominantemente como un monémero. Por otro lado, se ha
reportado que la caspasa 8 se encuentra en un equilibrio entre monémeros y dimeros. Estas
diferencias fisicas determinan su variacion funcional. La activacion de dos de la principales
caspasas iniciadoras, tales como caspasa 8 y 9, es llevada a cabo a través de la formacién
de complejos multiproteicos denominado DISC para caspasa 8, y apoptosoma para la
caspasa 9.
15.3.2 Complejo de sefiales inductoras de muerte (DISC)

La via extrinseca de muerte celular esta mediada por los receptores transmembranales tipo
| de la superfamilia de receptores del TNF. El subgrupo de receptores TNF que contienen
dominios de muerte entre la region intracelular, han sido llamados “receptores de muerte”
(DRs). Los DRs acoplan ligandos triméricos, los cuales organizan los receptores en trimeros

y estimulan el ensamble de un complejo intracelular conteniendo la proteina DD asociada a
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FAS, FADD vy la procaspasa 8 iniciadora. EI ensamble del receptor activado, FADD, y la
procaspasa 8 es comunmente conocido como DISC. FADD es el nicleo de este ensamble
y es responsable de detectar los estimulos de muerte hacia el receptor y reclutar la
procaspasa 8 en el DISC naciente. El C-terminal de DED y DD adopta una estructura de
seis a-hélices, que caracteriza a la familia de “motivos de muerte”. EI DD de FADD es
responsable de su unién al receptor, mientras que DED contiene el sitio responsable de la

union de procaspasa 8 y/o 10.

15.3.3 Ensamble y estructura del apoptosoma
La palabra apoptosoma fue inicialmente usada para describir la maquinaria celular que es
responsable de la activacion de procaspasa 9, una caspasa iniciadora de la via intrinseca
de la apoptosis. El apoptosoma comprende siete moléculas de Apaf-1y la proteasa caspasa
9. Las Apaf-1 se encuentran arregladas simétricamente en una estructura parecida a una
rueda. El ensamble del apoptosoma requiere citocromo c y nucleétido. La procaspasa 9 es
reclutada y activada por el apoptosoma, la cual permanece asociada con el apoptosoma y
exhibe una actividad catalitica que es tres 6rdenes de magnitud mas alta que la actividad
de la caspasa 9 aislada, sugiriendo el concepto de holoenzima. Apaf-1 contiene un CARD
en la regiébn N-terminal, la cual es responsable del reclutamiento de la procaspasa 9, un
dominio de oligomerizacion de nuclettidos (NOD) y 13 WD40 repetidas, las cuales se
piensa que interactian con citocromo c. La estructura de Apaf-1 conforma asi una tipica
ATPasa de la familia AAA+, la cual pudiera no poseer una homologia de secuencia
significativa, pero exhibe el mismo plegamiento y contiene las mismas secuencias

consenso.
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15.4 Funcion de la mitocondria

La mitocondria juega un papel importante en la muerte celular; ademas de proporcionar la
energia de las células, contiene un arsenal de proteinas con funciones muy relevantes,
desde la fosforilacion de la ADP hasta la regulacion del metabolismo celular. La mitocondria
secuestra un coctel potencial de proteinas proapoptoéticas, entre las que destaca el
citocromo c, el mas humilde conductor de electrones. Diferentes estudios en el pasado han
demostrado que el citocromo c esta lejos de ser inocuo; ademas de la fosforilacion oxidativa
mitocondrial, la proteina es un componente requerido para la activacion de caspasa 8 via el
apoptosoma, tal y como se expuso previamente.

El citocromo c es solamente uno de los habitantes promuerte de la mitocondria, también
estan presentes en la mitocondria y se libera luego de la induccién de la apoptosis: AlF (una
flavoproteina muy potente, pero con una actividad apoptética misteriosa y relativa),
SMAC/DIABLO vy diferentes procaspasas, incluyendo procaspasa 2, 3 y 9. Mientras las
proteinas descritas forman o promueven la elaboracion del apoptosoma, la mitocondria
luego de la induccion de la apoptosis libera algunas proteinas que actian directamente en
el nucleo para inducir la degradacién del ADN y el corte del ADN nucleosomal. Estas
proteinas incluyen el factor inductor de apoptosis (AIF) y la endonucleasa G. La liberacién
de AIF del espacio intermembranal mitocondrial es iniciado por la degradacion de la regién
N-terminal de AIF, que contiene la secuencia de localizacion en la mitocondria. El traslado
de AIF al nucleo parece ser mediada por la region C-terminal de la proteina, que contiene
dos elementos de localizacion nuclear putativos. AlF induce la fragmentacion del ADN de
alto peso molecular y la condensacion de la cromatina. Sin embargo, el AIF citosolico
también desencadena la despolarizacion de la membrana mitocondrial 0 cambios en la

membrana celular, como por ejemplo el traslado de fosfatidilserina.
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16. Debilitamiento de las estructuras claves

Una de las consecuencias de la activacion del proceso de muerte celular consiste en la
fragmentacion y debilitamiento de las principales estructuras celulares, las cuales se
presentan a continuacion:

16.1 Componentes del citoesqueleto

e Envoltura nuclear y fragmentacién nuclear

e Separacion de la matriz extracelular

16.2 Apagado de los sistemas que soportan la vida

e Condensacion y degradacion del ADN

e Fragmentacion del Golgi y del RE

e Fragmentacion mitocondrial

16.3 Limpieza del detritus celular: eliminacion de la célula apoptética
El evento terminal de la fase de demolicién, es decir, el consumo de la célula muerta por los
fagocitos, es quiz4 el aspecto mas importante de todo el proceso. Esto permite la
eliminacién de las células con su membrana plasmatica intacta y evita el dafio potencial de
la liberacion de los constituyentes celulares sobre el medio que los rodea. La generaciéon de
sitios de unién para los fagocitos y la liberacion de moléculas quimioatrayentes representa
el acto final de la célula agonizante. Se han propuesto diversas moléculas que actian como
receptores que especificamente detectan sefiales de engullimiento de las células
apoptéticas por macrofagos, células dendriticas y otras células con capacidad fagocitica.
En células sanas, la fosfatidil serina (PS) se encuentra confinada en el interior de la célula
plasmatica; sin embargo, es traslocada a la parte externa como consecuencia de un

estimulo proapoptético, donde induce fagocitosis ©9),
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17.Proteina p53

En el afio 1979, se describid la existencia de una proteina de un peso comprendido entre
53 y 55 kDa, que se dio a conocer como p53, resultado de dos aproximaciones distintas,
una virolégica y otra seroldgica. La aproximacion virolégica ponia de manifiesto la presencia
de una proteina de 55 kDa que coprecipitaba justo al antigeno T del virus SV40 en células
transformadas con dicho virus y que se sobreexpresaba no sélo en una gran variedad de
células murinas transformadas con el SV40, sino también en células de carcinoma
embrionarias, con la caracteristica de que su mapa peptidico parcial era idéntico en las
distintas lineas celulares. Se postuld, entonces que la infeccién o transformaciéon de las
células con el virus SV40 estimulaba la sintesis o estabilizaba una proteina celular. Por otro
lado, la aproximacién seroldgica se realizd mediante estudios sobre la respuesta humoral
de ratones frente a lineas celulares transformadas (MethA y SVMK). Los animales que se
exponian a diferentes tipos de tumores desarrollaban una respuesta inmune especifica para
p53. Estudios posteriores revelaron la presencia de anticuerpos contra esta proteina en el
9% de sueros de pacientes con cancer de mamay en el suero de nifios que padecian una
gran variedad de canceres.

El gen p53 es considerado por muchos autores como “el guardian del genoma”. A partir de
este gen se sintetiza una proteina, que lleva el mismo nombre y se activa cuando la célula
se dispone a dividirse para vigilar la secuencia normal de acontecimientos genéticos que
permiten la proliferacion celular. Si el material genético de la célula resulta dafiado o si algun
sistema de control se desajusta, esta lo detecta e intenta restaurarlo. Si la lesion no es grave,
p53 detiene la division celular y activa los genes reparadores del ADN. Si p53 estima que el
dafio es irreparable entonces ordena que se pongan en marcha los mecanismos genéticos

para que la célula entre en apoptosis o0 muerte celular programada. Si este gen sufre alguna
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mutacion, no permite que la célula sea eliminada mediante muerte programada, tampoco
se ocupa de reparar los dafios al ADN y da lugar al inicio del proceso tumoral. Este gen es
el mas frecuentemente mutado en los canceres humanos, mas del 50% de los tumores
tienen genes p53 anormales, produciendo una proteina alterada. Pero la pérdida de la
funcion de esta proteina no solo puede deberse a una mutacion en el gen que la origina,
sino existen otros mecanismos que pueden provocar que la célula carezca de un control tan
importante como éste. Un ejemplo es la infeccion por ciertos virus como el papilomavirus
humano, el cual presenta una proteina temprana denominada E6, la cual se une a la
proteina p53 y potencia su degradacién mediada por ubiquitina ©b,
17.1 Elgen de p53

El locus del gen p53 esta en el brazo corto del cromosoma 17 (17p1.3) y de sus 11 exones,
la secuencia del exon 1 no es codificante, mientras que el exdn 2 presenta dos sitios
putativos de inicio de transcripcion, y el exon 11 contiene el codon de terminacién y una
secuencia no codificante. La traduccion del ARNm de este gen da lugar a una proteina de
393 aminoacidos (aa) con tres dominios funcionales: el aminoterminal, el central y el
carboxiloterminal. ElI dominio aminoterminal (aa 1-70) se implica en la activacién de la
transcripcién de los genes diana, donde se localiza una subregion (aa 20-97) rica en
prolinas. El dominio central (aa 100-300) contiene la region de union a secuencia especifica
de ADN, y es la region mas conservada de la proteina; este dominio presenta una estructura
de dos hojas [3, estabilizando la estructura un atomo de zinc.

El dominio carboxiloterminal (aa 300-325) esta constituido por una region flexible con una
zona de tetramerizacion (aa 325-356) y un extremo basico (aa 363-393). En latencia, la
region carboxiloterminal de p53 se pliega en el dominio central de la proteina y evita su

union al ADN 2,
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17.2 Regulacion de p53
La regulacion de la funcion de p53 tradicionalmente ha sido descrita al nivel de transcripcion,
traduccién y alteraciones estructurales. Sin embargo, hay un convenio general de que el
mecanismo por el cual p53 es regulado es a través del control por estabilidad de la proteina,
un mecanismo primario mediado por Mdm-2. Curiosamente, Mdm-2 es por si mismo un
blanco transcripcional de p53, por lo tanto, se genera un bucle de retroalimentacion negativa
autorreguladora en el cual p53 activa la expresion de su propio inhibidor. A la fecha, ha sido
demostrado que la proteina Mdm-2 puede inhibir la expresion de p53 por regular su
estabilidad, su localizacién celular, y su transactivacion. La funcion de Mdm-2 es como una
ligasa E3 con p53 como blanco. La actividad de Mdm-2 como ubiquitina ligasa incluso
contribuye a la eficiente exportacion nuclear de p53. Finalmente, la union de Mdm-2 a la
transactivacion del dominio N-terminal de p53 puede incluso excluir la interaccion de p53
con activadores transcripcionales, especificamente con p300, asi inhabilitando la habilidad
de p53 para activar la transcripcion de genes blanco ©3),
17.3 Funciones de p53

La funcion oncogénica debido a su capacidad de union al antigeno T del virus SV40 en
células transformadas. No fue hasta el afio 1989, cuando el grupo de Levine et al le otorgd
su verdadera funcion fisiolégica: proteina supresora de tumores. Este hito constituye el
punto de inflexion en la corta vida de esta proteina, como lo indica la evolucion del numero
de trabajos publicados y le confiere una relevancia sin igual tanto en el campo de la
Oncologia como en el de la apoptosis. Hasta 1991 la proteina p53 era motivo de estudio
so6lo dentro del campo de la Oncologia; sin embargo, es a partir de esta fecha cuando se
relaciona a p53 dentro de los procesos de apoptosis y en forma exponencial aparecen

publicaciones en el campo (llustracion 10).
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llustracién 10. Nimero de publicaciones sobre p53
durante sus primeros 25 afios de investigacion.

Hoy sabemos que p53 desempefia una funcion fundamental en los mecanismos de
respuesta celular frente al dafio o mutacion en el genoma, por ello, deleciones o mutaciones
en el gen p53 se correlacionan con el desarrollo de algunos tipos de cancer, y aumentos en
su forma nativa se han descrito en patologias donde los procesos apoptoticos se encuentran
elevados. A lo largo de esta revisién nos vamos a centrar en el papel de la proteina p53 en
los procesos neurodegenerativos, si bien realizaremos una breve introduccion de los
diferentes miembros que constituyen la familia de p53, y profundizaremos en los
mecanismos de regulacion de los niveles y actividad de la proteina p53 ©0.59),
18. Mecanismos de apoptosis dependientes de p53

Una de las respuestas mas dramaticas de la activacion de p53 es la induccion de apoptosis.
En hepatocitos, asi como en otros tipos de células, la apoptosis ocurre ya sea a través de
una o las dos vias descritas como mitocondrial intrinseca o la via extrinseca del receptor de
muerte. En la via mitocondrial, los estimulos de muerte objetivizan la mitocondria ya sea
directamente o a través de transduccién por miembros proapoptéticos de la familia Bcl-2,
como Bax y Bak. La mitocondria entonces libera proteinas apoptoéticas, Ultimamente

llevando a la activacién de caspasas y apoptosis. En la via del receptor de muerte, y
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siguientes interacciones con su ligando cognado, el receptor localizado en la membrana
celular recluta proteinas adaptadoras como la iniciadora caspasa 8, desencadenando la
activacion de caspasas para orquestar la apotosis. El cruce entre ambas vias es mediado
por Bid, y probablemente otros factores que median la muerte celular por modulacién de
ambos, y tal vez otras vias no reconocidas. Las células comprometidas para morir via
apoptosis p53 dependiente tipicamente sigue la via mitocondrial, a pesar de que p53 puede
incluso modular la muerte celular a través de receptores de muerte. Ademas, la mayoria de
evidencia sugiere que la clave de la contribucion de p53 en la apoptosis principalmente
depende en su actividad transcripcional. p53 tiene la habilidad para activar la transcripcion
de varios genes proapoptoticos, incluidos aquellos que codifican miembros de la familia de
Bcl-2, tales como el BH-3 solo las proteinas Bax, Noxa, y Puma (mediadores de apoptosis
regulados por p53). La importancia de Puma y Noxa a la apoptosis mediada por p53 se
vuelve obvia cuando se reportdé que algunos tipos de células de ratones puma knockout

mostraron casi completa discapacidad a la apoptosis via p53.

llustracién 11. Vias citosélica y mitocondrial
de apoptosis mediadas por p53. En la via
citosOlica, el p53 nuclear induce expresion de
Puma, la que en actividad livera p53
citosolico retenido inactivo en el citoplasma
mediante su union a Bcl-XL. Entonces, el p53
citosOlico  induce  ologomerizacion vy
translocacion mitocondrial de Bax. La
acumulacién de p53 en el citosol como una
consecuencia del transporte normal o su
monoubiquitinacion estable es la mayor
fuente para p53 mitocondrial. En la
mitocondria, p53 induce la oligomerizacion de
Bax y Bak, antagoniza el efecto
antiapoptdtico de Bcl-2 y Bcl-X., y forma un
complejo con la ciclofilina D en la membrana
mitocondrial interior. Estos cambios resultan
en una marcada disrupcion de las
membranas mitocondriales y la subsecuente
liberacion de factores apoptogénicos solubles

' : e insolubles. MPT (transicién mitocondrial
Ncls O X ) DX ea? APOPTOSIS -~ permeable); U (ubiquitina)
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En otras células, la apoptosis solo fue parcialmente afectada, y Noxa parecio contribuir con
este efecto. Alternativamente, p53 puede incluso desencadenar apoptosis por represion de
los genes antiapoptoticos, como el survivin (inhibidor de apoptosis), ademas de promover
la activacion de caspasas.

Actuando en la via de apoptosis por receptor de merte, y en adicion a la estimulacion de
transcripcion de fas en bazo, timo, rifidén y pulmon, la sobreexpresion de p53 mejora los
niveles de Fas en la superficie celular por promocién de su trafico desde el complejo Golgi.
En adicion, p53 activa DR5; el dominio contenedor de muerte, receptor para TRAIL; DR5
es inducido en respuesta al dafio del ADN, y, en turno, promueve la muerte celular a través
de caspasa 8. Los genes para proteinas proapoptéticas que deberian vincularse a las vias
de apoptosis como bid y las proteinas inducidas por p53 con dominio de muerte (PIDD), son
incluso descritas como blancos de p53. Importantemente, p53 esta incluso involucrado en

la activacion del apoptosoma via induccién de expresion de Apaf-1 3),
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Planteamiento del Problema

El consumo excesivo de azlcar, en especial de fructuosa, presente en muchos de los
alimentos y bebidas procesadas como los refrescos, esta estrechamente relacionado con
la epidemia mundial de obesidad, sindrome metabdlico y diabetes, ademas de dafiar
directamente al higado. A nivel mundial, el consumo de azucar se ha triplicado en los ultimos
50 afios, lo que representa una amenaza para la salud . Entre las alteraciones causadas
por el incremento en el consumo de azucares (fructosa, glucosa), se encuentra la
hiperinsulinemia e hiperglucemia. La hiperglucemia crénica, constituye el factor de mayor
riesgo para la supervivencia de las células B pancreaticas y para el desarrollo de las
complicaciones tardias relacionadas con esta enfermedad. Una de las consecuencias
metabdlicas de la hiperglucemia, es el incremento de especies reactivas de oxigeno y de
estrés oxidativo. El estrés oxidativo induce la activacién de cascadas de fosforilacion ©2),
que ademas de regular el dafio ®9 determinan el destino celular (proliferacion,
diferenciacion, adaptacion al estrés y apoptosis) ).

El estrés oxidativo afecta sobremanera la fisiologia de las células B e induce apoptosis 2.
En nuestro laboratorio demostramos la localizacién y fosforilacibn mitocondrial de la
proteina p53 y su relacion con el incremento de apoptosis y ERO, alteraciones en la
permeabilidad mitocondrial y liberacion de citocromo c en células RINmM5F (linea celular de
origen pancreético), cultivadas en presencia de concentraciones elevadas de glucosa (16:33),
Es importante estudiar la participacion de la proteina p53 en la apoptosis de células 3
pancredticas in vivo, que nos permitan incursionar sobre los mecanismos que
desencadenan la muerte de estas células, cuando se exponen a concentraciones elevadas

de glucosa en forma cronica.
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La hiperglucemia condiciona un estimulo constante sobre las células 3 pancreaticas, para
incrementar la secrecion de insulina y mantener los niveles de glucosa normales, sin
embargo, esta situacion puede conducir al agotamiento y muerte de las células 3
pancreaticas, por lo que nos hemos planteado las siguientes preguntas: ¢ La proteina p53
se moviliza a la mitocondria de células B pancreaticas de ratas suplementadas con sacarosa
o fructosa?; ¢ La proteina p53 modifica la permeabilidad mitocondrial e induce apoptosis en

las células B pancreaticas de ratas suplementadas con sacarosa o fructosa?
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Hipotesis
El incremento en la ingesta de sacarosa o fructosa causa alteraciones en la célula 3, que
se reflejan en el aumento de secrecion de insulina e hiperglucemia crénica. La cual inducira

la movilizacion de la proteina p53 a la mitocondria y activara la via intrinseca de la apoptosis.
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Objetivo General

Determinar si la administracion de sacarosa o fructosa al 40% en el agua de bebida, afecta
la distribucién intracelular de p53 en células B pancreaticas de rata, asi como su

participacion en la induccion de apoptosis de estas células.

Objetivos Particulares

- Analizar el perfil bioquimico de los animales en estudio
- Determinar el indice de apoptosis en células 3 pancreaticas

- ldentificar la distribucion intracelular de p53 en células B pancreaticas

67



Material y Métodos

Tipo de Estudio: Experimental / Casos — Control

Caracteristicas del Estudio: Objetivo analitico, Orientacion longitudinal, Tiempo
retrospectivo, Intervencion experimental, Asignacion de intervencion por el investigador,

Grupo control sano

Universo de Estudio: 20 ratas Sprague-Dawley, descritas a continuacion:

Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas machos Sprague-Dawley (4 semanas de edad, 220-270 g de peso; del
Bioterio del Centro Médico Nacional SXXI del Instituto Mexicano del Seguro Social. Los
animales se mantuvieron en condiciones constantes de temperatura (21-25 °C) e
iluminacion controlada de 12 horas luz y 12 de oscuridad.

Los animales se asignaron de forma aleatoria a los siguientes grupos: grupo control (4
animales), que recibié alimento comercial (Marca purina) y agua potable ad libitum; el grupo
tratado (8 animales), con la misma alimentacion pero que recibieron en el agua de bebida
sacarosa (glucosa/fructuosa 1:1) al 40% (azUcar comercial, Marca SORIANA) y un tercer
grupo tratado (8 animales), con la misma alimentacion pero que recibieron en el agua de
bebida fructosa al 40% (Crystalline Fructose, Krystar, Alquimia Mexicana, S. de R.L.). El
primer dia del tratamiento se determind la concentracibn de glucosa sérica con un
glucémetro (Accutrend Glucose alfa, Roche), en una muestra de sangre tomada de la cola.
Durante todo el tiempo del experimento se registrd el consumo diario de alimento y de agua,

y la ganancia de peso cada semana.
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Obtencion de las muestras

Después de 4 mesestri de iniciado el experimento, los animales se anestesiaron con
pentobarbital sodico (SEDALPHARMA REG. S.A.G.A.R.P.A Q-7972-004) solucion
inyectable de 35-43 mg/kg PV por via intraperitoneal. Las muestras de sangre se colectaron
por puncion cardiaca, se separo el suero y se tomo una alicuota para las determinaciones
bioguimicas (Glucosa, colesterol, HDL-colesterol, triacilgliceroles, urea, acido urico) y otra
se guardd a -20 °C para la cuantificacion de insulina. El pancreas se extrajo y se fijé en
paraformaldehido al 4% en PBS para su inclusion en parafina (4 del grupo experimental y
4 del grupo control), del resto de los animales el pancreas se congel6 inmediatamente y se

almaceno a -70 °C hasta su uso.

Variables de Estudio:

Variable Dependiente Variables Independientes

Concentracion de Fructosa/Sacarosa

Volumen Consumido

Glucemia
Tiempo de Tratamiento
Peso corporal
Glucemia

Apoptosis Concentracién de Insulina

presencia de p53 en mitocondria
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Metodologia:
Cuantificacion de Insulina
Se realiz6 con un estuche comercial (Insulin Rat ELISA, Marca ALPCO Immunoassays, No.

Cat. 80-INSRT-EOQ1), siguiendo las instrucciones del proveedor.

Andlisis de co-localizacion de p53 en mitocondrias y analisis de permeabilidad

mitocondrial en células B8 del pancreas por microscopia confocal

Las laminillas se desparafinaron y rehidrataron. Primero se calentaron a 60 °C y lavaron
con xileno y se re hidrataron con etanol a diferentes grados (100%, 96%, 90%, 80%, 70%,
60%, 50%, 40%, 35%, 30%), finalmente se lavaron con agua bidestilada. Las
mitocondrias se marcaron con la sonda MitoFluor Red 589, (200 nM) y se incubaron 20
min a temperatura ambiente, al finalizar se lavaron con PBS. Posteriormente se adiciono
una solucion de permeabilizacién (Triton X-100 0.1%, Citrato de sodio 0.1%) y se
incubaron durante 30 min a 37 °C, al finalizar se lavaron con PBS dos veces. Se adicioné
el anticuerpo primario anti p53 o anti-citocromo ¢ (dilucién 1:25 en 1% BSA-PBS) y se
incubo toda la noche a4 °C con agitacidon suave. Posteriormente, se lavaron las laminillas
con PBS y se adicion6d el anticuerpo secundario conjugado con isotiosanato de
fluoresceina (FITC, dilucion 1:100), se incubaron a temperatura ambiente y en ausencia
de luz durante 3 h. Los ndcleos se contrastaron con Drag7 (byosistems), y se montaron
con VECTASHIELD Mounting Medium. Posteriormente se analizaron en un microscopio
confocal Zeiss Axiovert 100 M con un laser de argdn/helio-neon.

La excitacion/emision se medié a 488/510 nm para FITC, y 588/622 nm para MitoFluor

589 (%), Se tomaron 15 micrografias en cortes seriados por grupo.
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Andlisis de TUNEL para medir apoptosis en células B del pancreas

Una de las caracteristicas de la muerte por apoptosis es la ruptura del DNA gendmico en
fragmentos de tamafio oligonucleosomal (200 — 400 pb). Estos fragmentos se pueden
identificar marcando el extremo OH 3" utilizando nucleétidos modificados en una reaccion
enzimatica. Se utiliza la enzima deoxinucleotidil transferasa terminal, que cataliza la
polimerizacion de nuclettidos (dUTP marcados con fluorescencia, que pueden ser
detectados con un microscopio de fluorescencia) ®%. Se utilizé un estuche comercial (In
Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein, Marca Roche, No. Cat. 1684795), siguiendo
las instrucciones del proveedor. Los nucleos se contrastaron con Draq7 (byosistem), y
se montaron con VECTASHIELD (marca) y se analizaron con un microscopio confocal
Axiovision (Zeiss, Alemania), empleando el programa Zen 2009. Se tomaron 15

micrografias en cortes seriados para 4 animales por grupo.

Andlisis por Western Blot

El pancreas se homogeneizé en buffer de lisis: tris (hidroximetil) aminometano &cido
clorhidrico (Tris-HCI) 50 mM pH 7.5; acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 5 mM, tritdn X-
100 0.1 %, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 0.1mM, leupeptina 10 pug/ml, pepstatina 5
ug/ml, aprotinina 2 pg/ml, fluoruro de sodio (FNa) 1 M, p-nitrofenil fosfato (PNP) 25 mM,
pirofosfato de sodio 100 mM y ortovanadato de sodio 100 mM) con un polytron PT 1200.
Posteriormente se centrifugaron a 3000 g a 4°C durante 10 min.

Se cuantificaron las proteinas en el sobrenadante. Las proteinas (40 ug), se mezclaron con

amortiguador de Laemli, y se realizé una electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE-SDS
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al 10%). Posteriormente se transferieron las proteinas a una membrana de
polivinilidenofluoruro (PVDF) (0.8 mA/cm?, 2 h) en amortiguador Tris 25 mM, glicina 192 mM
y 20% de metanol.

Después de bloguear los sitios de union inespecificos con 3% de albumina sérica bovina
(BSA) en TBS-T (Regulador- Salino-Tris con Tween 0.1%), se incubaron toda la noche a 4
°C con el anticuerpo primario especifico para p53.

Como control de corrimiento se utilizé un anticuerpo dirigido contra B-actina en TBS-T-BSA
1%. La unién de los anticuerpos se detecté con un segundo anticuerpo marcado con
peroxidasa de rdbano y un estuche comercial de quimioluminiscencia (Luminol, Santa Cruz
Biotechnology), siguiendo las instrucciones del proveedor 19, Se realizaré densitometria

con el programa Image Studio Lite Ver 5.2 ¢7),

Andlisis estadistico
El indice de apoptosis se determind por la cuantificacion del promedio de nucleos positivos
a TUNEL multiplicado por 100 y dividido entre el promedio de nucleos totales en las 15

micrografias. Los resultados se expresan como porcentaje.
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Resultados

Consumo de Alimento y Agua en los grupos de estudio
En las graficas 1 y 2 se muestra el consumo semanal de agua asi como de alimento por
cada grupo en cada semana. En ambas gréaficas se presentan los promedios para agilizar

la visualizacion de resultados.

Consumo de agua semanal
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1 P 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

CONTROL | 720 | 1465|1390 | 1559 | 1170 | 1320 | 1365 | 1310 | 1374 | 1345 | 1480 | 1365 | 1635 | 920 | 1480
SACAROSA| 692 | 1453|1420 (1553|1331 |1575| 1600 | 1300 | 1583 | 1485 | 1633 | 1633 | 1565 | 1395 | 1940
= FRUCTOSA | 615 | 1333 | 1433 | 1445 | 1420 | 1108 | 1415 | 1188 | 1331 | 1178 | 1503 | 1595 | 1523 | 1408 | 1403

Grafica 1. Agua consumida por los animales en cada grupo de estudio
(el nimero superior de la tabla indica la semana de tratamiento)

Consumo de alimento semanal

Consumo de alimento (g)

0

1 2 3 4 ) 6 7
CONTROL 273 714 716 VEE 766 746 707
SACAROSA| 177 518 502 498 544 486 542
= FRUCTOSA| 207 575 506 508 572 526 586

Gréfica 2. Alimento consumido por los animales en cada grupo de estudio
(el nimero superior de la tabla indica la semana)
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Peso: En las graficas 3 y 4 se muestra la diferencia que existié entre el peso inicial de los
animales al comenzar el experimento contra el peso al final del tratamiento. En la grafica 3
se podria concluir que no hay diferencia entre el control y los problemas, la grafica 4 nos
demuestra que el incremento en peso fue mas marcado en el grupo sacarosa que el control

y éste similar al grupo fructosa. También se muestra el peso de tejido adiposo.

Peso inicial vs peso final
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Grafica 3. Diferencia entre el peso inicial y final de los animales de estudio en gramos
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Gréfica 4. Descripcion grafica del peso obtenido por grupo y porcion de tejido adiposo
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Curva de tolerancia a la glucosa: En la grafica 5 se puede ver el resultado tras realizarse
la curva de tolerancia a la glucosa, es claro que los niveles en el control y en el grupo de

sacarosa son iguales, el grupo de fructosa esta muy por encima de los valores control.

Curva de Tolerancia a la Glucosa

Control Fructosa == Sacarosa
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= Sacarosa

Grafica 5. Curva de tolerancia a la glucosa, realizada en la semana 14 de tratamiento

Quimica sanguinea: En la gréfica 6 se muestran los niveles de quimicas analizadas en
equipo automatizado después del sacrificio, los datos elevados son glucosa y
triacilgliceroles. La glucemia se modifican por el estrés generado en el sacrificio, por ello se

refiere a valores mas evidentes a los obtenidos en la curva de tolerancia a tiempo cero.

Quimica Sanguinea (Promedio)

o

==
T M i= —

GLUCOSA HDL TRIACILGL | CREATINI UREA AC.URICO

ICEROLES NA

(mg/dL) | (mg/dL)
CONTROLES|  100.5 20.075 136.5 0.72 50.5 3.7

BMFRUCTOSA | 127.24 12.3 114.4 0.6 29.7 2.5

SACAROSA 170.35 15.2 159.2 0.56 20 2.9

(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)

Gréfica 6. Datos de quimica sanguinea, obtenidos tras el sacrificio de los modelos de estudio
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Valores de Insulina, indice HOMA y funcionalidad de la célula B:

En la grafica 7 se muestran que los animales que consumieron sacarosa tienen niveles mas
altos de insulina con respecto a los que tomaron fructosa y a los controles. En la gréafica 7.1
y 7.2, se observa que los animales que consumieron sacarosa y/o fructosa presentan

resistencia a la insulina y un porcentaje mayor de funcionalidad de las células .

Insulina

Concentracién ng/mL

(0]
Control Fructosa Sacarosa

Insulina 1.6546 1.9473 2.3485

Gréfica 7. Valores séricos de insulina.

HOMA-IR

CONTROL FRUCTOSA SACAROSA

Gréfica 8.1 Resultados de HOMA-IR (Modelo homeostatico de evaluacion de la resistencia a la insulina)
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% Funcionalidad de Células Beta

Fructosa Sacarosa

Gréfica 7.2. Funcionalidad de la célula 8.

indice de apoptosis en células B pancreéaticas de animales de los grupos de estudio.
En figura siguiente se observa que el consumo de fructosa y sacarosa al 40% en el agua
de bebida incrementa el porcentaje de células B positivas a TUNEL (apoptéticas) a

diferencia de los animales control. Se muestra una imagen representativa.

El andlisis estadistico se realizé dividiendo el nimero de nucleos positivos entre el numero

de nucleos totales multiplicado por cien, obteniéndose asi el porcentaje de apoptosis por

islote. Los datos que se muestran son el promedio del andlisis de 15 micrografias.
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Positivos Negativos Totales % Apoptosis
2 145 147 1.36
39 81 120 32.50
26 57 83 31.33

Tabla 3. Analisis estadistico y resumen de resultados de Inmunohistoquimicas
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Gréfica 8. indice de Apoptosis, representado en porcentaje de células en apoptosis (marcadas con TUNEL)
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Localizacion de p53 y mitocondrias en células Beta

(Anélisis por microscopia confocal)

Las siguientes imagenes se presenta lo obtenido en microscopio confocal Zeiss Axiovert
100 M, tras realizarse el tratamiento a las muestras histologicas de pancreas, segun lo
indicado en metodologia, con marcadores de nucleo, mitocondria, TUNEL y anticuerpos
cuyos blancos de accién fueron p53 e insulina. Las imagenes obtenidas describen islotes
de Langerhans, mismos que se marginaron para su mejor interpretacion, como es posible

observarse a continuacion:

DRAQ7 TUNEL INSULINA

Figura 1. Tincion de TUNEL en islotes pancreaticos de ratas control.
Las flechas sefialan los nucleos positivos a TUNEL. n=2 Microscopio confocal: Zeiss Axiovert 100 M, Laser: de
Argon/Helio-Nedn; Objetivo: 40x
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DRAQ7 TUNEL INSULINA

Figura 2. Tincién de TUNEL en islotes pancreaticos de ratas tratadas con fructosa al 40% en el agua de bebida.
Las flechas sefialan nicleos positivos a TUNEL. n= 35. Microscopio confocal: Zeiss Axiovert 100 M, Laser: de
Argon/Helio-Nedn; Objetivo: 40x

DRAQ7 TUNEL INSULINA

Figura 3. Tincion de TUNEL en islotes pancreaticos de ratas tratadas con sacarosa al 40% en el agua de bebida.

Las flechas sefialan nucleos positivos a TUNEL. n= 39. Microscopio confocal: Zeiss Axiovert 100 M, Laser: de
Argon/Helio-Neon; Objetivo: 40x
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DRAQ7 MITOTRACKER p53

Figura 4. Tincién de mitocondria en islotes pancreéticos de ratas control, sin tratamiento en el agua de bebida.
En verde las mitocondrias y su relacién con p53.
Microscopio confocal: Zeiss Axiovert 100 M, Laser: de Argon/Helio-Nedn; Objetivo: 40x

DRAQ7 MITOTRACKER p53

Figura 5. Tincién de mitocondrias y p53 en islotes pancreaticos de ratas tratadas con fructosa al 40% en el agua
de bebida.

En verde las mitocondrias y su relacién con p53.

Microscopio confocal: Zeiss Axiovert 100 M, Laser: de Argon/Helio-Nedn; Objetivo: 40x
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DRAQ7 MITOTRACKER p53

Figura 6. Tincién de mitocondrias TUNEL y p53 en islotes pancreéticos de ratas tratadas con sacarosa al 40%
en el agua de bebida.

En verde las mitocondrias y su relacién con p53.

Microscopio confocal: Zeiss Axiovert 100 M, Laser: de Argon/Helio-Nedn; Objetivo: 40x

Anélisis por Western Blot

El andlisis densitdbmetrico semi cuantitativo de las imagenes de western muestra un
incremento estadisticamente significativo en la concentracion de p53 en lisado total de
pancreas de los animales que recibieron sacarosa o fructosa en el agua de bebida con

respecto al control. (Graficas 9y 10).
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Densitometria (Western blot 1)
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Grafica 9. Andlisis de Western Blot 1, realizado en el programa Image Studio Lite Ver. 5.5

Densitometria (Western blot 2)
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Grafica 10. Analisis de Western Blot 2, realizado en el programa Image Studio Lite Ver. 5.5
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Discusion de resultados

La obtencion de resultados se realiz6é en 2 etapas, para facilitar la discusion de resultados
se dividiran en pre y post sacrificio, de esta forma se visualiza cronolégicamente el desarrollo

del proyecto.

Fase pre sacrificio
Esta fase corresponde a las observaciones de los animales en cuanto a comportamiento y

mediciones (peso, consumo de alimento/tratamiento, curva de tolerancia a la glucosa).

Comportamiento: Las primeras semanas de tratamiento todos los animales del lote
mostraron comportamiento similar, es decir se encontraban activas y el consumo de
alimento como del tratamiento fue constante.

El comportamiento fue similar hasta los dos meses, tiempo en el que ya habian obtenido un
peso considerable, se observd gran descenso en la actividad de las ratas tratadas con
sacarosa, tal pasividad solo se vio reflejada en el aumento de peso. En el caso del grupo
fructosa ademas de la pasividad mostrada, también se observo un comportamiento agresivo
entre los animales, presentaban evidencia de lesiones.

Este comportamiento se mantuvo hasta el término del tiempo establecido.

Consumo de alimento/tratamiento en agua de bebida:
El consumo de alimento en los tres grupos es casi constante, cuando se comparan entre si
se puede decir que en el tiempo de tratamiento el grupo control mantiene una ingesta mayor

gue los grupos con tratamiento, esto se debié a que los carbohidratos consumidos mediante
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el tratamiento cubren las necesidades energéticas del organismo y estos disminuyen el
apetito, y por lo tanto la ingesta de alimento es menor. Por otra parte cuando comparamos
los datos en la ingesta de agua, los tres grupos se mantienen constantes las primeras 4
semanas, a partir de la quinta semana el grupo control conserva constante el volumen,
mientras que el grupo que tomaba el tratamiento con sacarosa aumenta el volumen
consumido respecto al grupo control y se mantiene asi hasta el final del tratamiento, en
general las bebidas azucaradas tienden a generar adiccion, aumentando asi el consumo de
estas, sin embargo no ocurre asi con el grupo cuya bebida contiene fructosa, no hace el
sabor tan agradable como en el caso de la sacarosa, aun asi hay un consumo constante y

bastante parecido al grupo control.

Peso

Independientemente al consumo de alimento y del agua con tratamiento, no se observaron
diferencias en la ganancia de peso con respecto a los controles. Sin embargo, la ingesta de
fructosa y sacarosa si estimul6 la acumulacién de tejido adiposo visceral (2 y 4.4%,
respectivamente). Se sabe que la fructosa tiene mayor efecto lipogénico que la glucosa, lo
que incrementa la obesidad y resistencia a la insulina ©). En este estudio los animales que

recibieron sacarosa mostraron mayor cantidad de tejido adiposo visceral que la fructosa.

Curva de tolerancia ala glucosa

Esta prueba esta disefiada para evaluar una alteracion en el metabolismo de los
carbohidratos y en la capacidad que tiene el individuo para manejar niveles de glucemia
altos durante la ingesta de estos y asi identificar resistencia a la insulina €7, en la gréafica

correspondiente se puede observar que los niveles basales se encuentran dentro de los
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rangos normales (en la mayoria de las fuentes es <100 mg/dL) por lo tanto no denotan una
alteracion en el metabolismo de carbohidratos, pero cuando se administra una cantidad de
carbohidratos elevada, se observa en general que el grupo control y sacarosa tiene un
comportamiento igual y que no existe intolerancia a la glucosa, sin embargo la curva per se
no es suficiente elemento para descartar una resistencia a la insulina y se analizara mas
adelante, por el contrario el grupo de fructosa se denota que las concentraciones estan muy
por encima respecto al grupo control en las mediciones hechas posteriormente de la
dosificacion alta en carbohidratos, en la medicion realizada a los 120 minutos el valor de
glucosa esta encima de los valores de referencia manejados en la literatura (>110 mg/dL),

se puede especular acerca de la resistencia a la insulina.

Niveles de Insulina e indice HOMA

Como se mencionaba la curva de tolerancia a la glucosa es una herramienta Util para ver
de una forma gréfica la resistencia a la insulina sin embargo existen casos en los que no es
tan facil evidenciar la resistencia, por lo que la concentraciéon de insulina y el indice HOMA
resultan utiles, en el caso del grupo control y el grupo sacarosa aparentemente no hay una
diferencia, sin embargo cuando se analiza las concentraciones de insulina (gréafica 7) se
puede observar que estd mucho mas elevado en el grupo de Sacarosa que en el grupo
control, esto sucede en individuos que presentan severas afectaciones al metabolizar
carbohidratos, ya que el pancreas se ve obligado a producir mas insulina de la normal para
gue pueda llegar la glucosa a niveles plasmaticos normales, y esto se confirma con la grafica
7.2 donde los grupos con tratamiento presentan mayor funcionalidad de las células 3,
aunque el consumo de sacarosa tiene mas efectos deletéreos sobre la células B que la

fructosa.
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El indice HOMA (grafica 7.1) indica resistencia a la insulina cuando sus valores son mayores

a 3, en el caso de ambos grupos con tratamiento presentan resistencia.

Fase post sacrificio
Esta fase corresponde al analisis de las muestras obtenidas durante y después del sacrificio

de los animales de todos los grupos.

Quimicas sanguineas

Se analizé el suero en equipo automatizado y los resultados obtenidos se pueden observar
con detenimiento en la grafica anteriormente presentada. Resulta muy Util realizar estas
pruebas pues arrojan seis resultados en el mismo analisis, los cuales son glucosa, HDL,
triacilgliceroles, creatinina, urea y acido Urico. Las muestras se obtuvieron de vena porta
mientras los animales se encontraban anestesiados para evitar la coagulacion.

Se observaron niveles de glucosa mas elevados que en la curva de tolerancia para todos
los grupos aunque ambas mediciones se realizaron en muestras en ayuno, esto se justifica
con el argumento del estrés generado en los animales en sacrificio, a pesar de que se
llevaron a cabo los procedimientos correctos para el manejo de animales.

El resultados mas relevantes es el de triacilgliceroles, los grupos fructosa y sacarosa
presentaron claramente mayores niveles (<140mg/dL), lo cual es debido al alto consumo
en carbohidratos y la reduccién en la actividad de los animales, por lo que el consumo
caldrico comenzo6 a ser menor que la cantidad de calorias ingeridas, este desequilibrio se
traduce en almacenamiento de energia en lipidos. El acido urico resultd similar entre los
tres grupos y dentro de los rangos establecidos en la literatura (2.5-7 mg/dL), y se tomo

como normal en los grupos tratados.
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Los niveles de creatinina y urea sanguinea en los controles han resultado ser mas elevados
en comparacion con los grupos en tratamiento, lo que no se esperaria, pues son
marcadores de dafio renal, hipovolemias o en dieta alta en proteinas, al realizarse el
sacrificio pudieron presentar una ligera deshidratacién ya que se tuvieron en ayuno total
durante 12 horas, sin embargo los niveles de estos no son tan elevados para poder afirmar
que hay dafo renal. Regresando a los altos niveles de lipidos en el grupo fructosa, cabe
mencionar que se ha reportado que el consumo de fructosa es causa de higado graso,
ademas se detectaron zonas necrosadas en higado al realizarse la extraccién de 6rganos,

sé6lo en animales tratados con fructosa.

Apoptosis las células

Las fotografias presentadas en la seccion correspondiente son representativas de alrededor
de 200 imagenes de cada grupo de estudio (control, sacarosa y fructosa). Observamos que
la administracién de fructosa o sacarosa en el agua de bebida induce aproximadamente
30% de apoptosis de las células B pancreaticas (Tabla 3). Estudios previos demostraron en
personas con alteraciones de la glucosa en ayuno, una disminucion de las células B hasta
del 40%, lo que supone que la masa y funcion de células B, esta afectada mucho antes de
las manifestaciones clinicas de DT2 ©8)., La administracién de sacarosa o fructosa induce
dafios a nivel de islotes pancreaticos, como hialinizacion e infiltracion de macrofagos, similar
a lo que se observa en DT2 ®9 También se ha observado, un incremento en la
concentracion y localizacion membranal de GLUT2 en islotes pancreaticos de ratas
suplementadas con sacarosa 9, posiblemente como un intento de las células B para cubrir

las demandas de insulina y mantener la normoglucemia 9.
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Las alteraciones metabolicas (obesidad visceral, hiperglucemia e intolerancia a la glucosa),
derivadas de la administracion de sacarosa o fructosa al 40% en el agua de bebida, imponen
un estrés oxidativo cronico sobre la célula B (16:32), que después de incrementar la secrecion
de insulina, entra en disfuncion y apoptosis (17:18), Otros autores también han reportado que
la ingesta de sacarosa induce pérdida de células B en ratas Goto-Kakizaki 1), asi como un
aumento del 44% de apoptosis de células B en ratas Wistar ¢2). Estos resultados apoyan la
propuesta de que la pérdida de células B es un evento temprano y progresivo que antecede
a la DT2. En este estudio los animales que tomaron fructosa o sacarosa mostraron un
incremento en la tasa de apoptosis de las células 3, pero mayor secrecion de insulina y
resistencia a insulina. Estos resultados indican que las células remanentes estan sobre
estimuladas e incrementan la sintesis y secrecién de insulina para contrarrestar la
hiperglucemia, como se observa en la prueba de tolerancia a la glucosa. La apoptosis de
las células B en estas condiciones, se debe principalmente a cambios en la permeabilidad

mitocondrial y activacion de la via intrinseca de la apoptosis ©3).

P53 participa en la induccién de apoptosis en células B pancreaticas de rata

El analisis por western blot demuestra que en la administracion de sacarosa o fructosa en
el agua de bebida incrementa la concentracién de la proteina p53 en lisado total de
pancreas. Lo que correlaciond con el incremento en el porcentaje de apoptosis (células 3
positivas a TUNEL). Estos resultados sugieren la participacion de p53 en la induccion de
apoptosis de las células B. Estudios previos han demostrado la movilizacién de p53 a la
mitocondria y su fosforilacion, asi como el aumento en la tasa de apoptosis de células

RINm5F (células B pancreaticas), cultivadas con concentraciones altas de glucosa 29,
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El andlisis de co-localizacion por microscopia confocal corroboro la presencia de p53 en las
mitocondrias de las células B pancredticas de los animales que tomaron sacarosa o
fructosa. Estos datos demuestran que el incremento en el consumo de carbohidratos
simples (sacarosa o fructosa), promueve la movilizacion de la proteina p53 a la mitocondria
y la activacion de la via intrinseca de la apoptosis. Tanto la diabetes como el sindrome
metabdlico son entidades que cursan con estrés oxidativo. Es sabido que las células 3 son
altamente susceptibles al estrés oxidativo, debido principalmente a que presentan
concentraciones bajas de antioxidantes y a su metabolismo glucolitico oxidativo ¢4, Los
resultados de este estudio muestran que los animales que tomaron sacarosa o fructosa en

el agua de bebida, presentaron hiperglucemia.

La hiperglucemia se sabe tiene efectos deletéreos sobre la funcionalidad y sobrevida de las
células B, ademas de contribuir a la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO)
(15.20) promueve la migracion de la proteina p53 a la mitocondria y su fosforilacion promueve

la apoptosis de las células B pancreaticas %26 y disminuye la masa celular  por apoptosis.
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Conclusiones

Se observaron conductas distintas en los animales de estudio respecto al consumo de
carbohidratos en agua de bebida dependiendo la edad a la que se inicio el tratamiento,
siendo los mas jévenes los que presentaron mayor afinidad por el sabor dulce, lo cual puede

asociarse al efecto adictivo de la sacarosa en el humano.

Cabe sefalar el dafio hepatico observado al realizarse la obtencion de muestras durante el
sacrificio en algunas ratas que consumieron fructosa, asi como la alta acumulacion de tejido
adiposo en las mismas, si se comparan con los otros grupos en estudio, cumpliéndose la
teoria de estudios previos acerca del efecto deletéreo producido al higado por el consumo

de éste carbohidrato.

No se obtuvieron niveles de glucemia lo suficientemente altos para clasificar a los animales
como diabéticos, sin embargo, al completarse las pruebas realizadas se observaron
diferencias claramente distintivas entre los grupos en tratamiento contra el grupo control,

demostrandose un considerable mayor dafio en célula B de los grupos tratados.

El incremento en la ingesta de sacarosa o fructosa causa alteraciones en la célula B, que

se reflejan en el aumento de secrecion de insulina e hiperglucemia cronica. La cual inducira

la movilizacién de la proteina p53 a la mitocondria y activara la via intrinseca de la apoptosis.
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Perspectivas

Se recomienda realizar el analisis en los cambios de expresion de la proteina proapoptotica
(Bax) y la proteina antiapoptotica (Bcl-2) con la intencion de comparar los resultados
obtenidos a distintas escalas de estudio, de ésta forma confirmar las diferencias entre

modelos sanos contra los modelos en tratamiento.

Con el trabajo realizado se ha comprobado el dafio subcrénico y a tiempo final de la célula

beta producido por el consumo de altas cantidades de glucosa y fructosa.
Se propone continuar con el trabajo con la determinacién del dafio a distintas edades por el
consumo de carbohidratos, controlando las pruebas realizadas bajo las mismas condiciones

para obtener resultados en cantidad y tiempo de la apoptosis.

De ser necesario realizar experimentos similares con otros carbohidratos de consumo

habitual en el humano, para conocer sus efectos positivos y/o negativos en célula 8.
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