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RESUMEN

Introduccién: La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) conduce al desarrollo de
hiposalivacion y xerostomia, lo que repercute en una mayor incidencia de problemas
de la cavidad oral, problemas digestivos y en la calidad de vida de estos individuos.
Aunque la disminucion en la funcién de las glandulas salivales se considera una de
las principales complicaciones de la DM2 por su alta incidencia, a la fecha, se
desconocen los mecanismos que conducen a su desarrollo. La DM2 provoca la
disminucién de androgenos y es posible que esta disminucidn sea un mecanismo
importante para la disminucion en la funcién de las glandulas salivales. Se ha
reportado que la deficiencia de andrégenos en hombres aparentemente sanos
conduce a una menor funciéon de las glandulas salivales lo que sugiere que la
disminucién de hormonas sexuales en la DM2 tiene un papel importante en el
desarrollo de este padecimiento.

Objetivo: Evaluar el efecto de la deficiencia de andrégenos en la funcién de las
glandulas salivales en ratones con DM2.

Material y métodos: Se utilizaron ratones macho de la cepa C57BL/6 de 4 semanas
de edad, los cuales fueron divididos en 4 grupos: controles sanos (Control; n=8),
sanos con orquiectomia (ORQ; n=8), con DM2 (DM2; n=8) y DM2 con orquiectomia
(DM2-ORQ; n=8). La deficiencia de andrégenos se indujo por orquiectomia bilateral
y la DM2 se indujo a través de la administracion de una dieta hipercalérica y bajas
dosis de estreptozotocina. Durante todo el experimento se midi6é el peso corporal,
las concentraciones de glucosa en sangre y el consumo de alimento y liquido. Se
realizaron curvas de tolerancia a la insulina y a la glucosa. A las 20 semanas de
edad se sacrificaron a los ratones y se midio la talla y la circunferencia abdominal,
se diseco el tejido adiposo visceral y subcutaneo y las glandulas salivales parétidas
y submandibulares. Todos los tejidos fueron pesados al momento de disecarlos. Las
glandulas salivales se procesaron histoldgicamente y se realizaron cortes seriados
en un microtomo. Las secciones de tejido se tifieron de manera rutinaria con
hematoxilina y eosina para analizar las caracteristicas estructurales y la presencia
de infiltrado inflamatorio o con una doble tincion con verde rapido/rojo Sirio para
evaluar el desarrollo de fibrosis.

Resultados: los ratones del grupo con deficiencia de andrégenos (ORQ)
disminuyeron su peso corporal, el peso de ambas glandulas salivales, y
desarrollaron atrofia acinar sin modificar la secrecién o calidad de la saliva. Los
ratones diabéticos (DM2) desarrollaron obesidad central, polidipsia, hiperglucemia,
resistencia a la insulina, disminucién en la secrecion y calidad de la saliva con
hipertrofia y fibrosis de los acinos salivales y mostraron un mayor contenido de



glandulas mucosas. Los ratones del grupo con diabetes y deficiencia de andrégenos
(DM2-ORQ), mostraron disminucion del peso corporal, en las concentraciones de
glucosa en sangre, la resistencia a la insulina y una mejoria en la secrecion de
insulina; ademas, presentaron un incremento en la secrecién y calidad de la saliva,
histologicamente se observo una disminucion de la hipertrofia acinar y la fibrosis en
ambas glandulas salivales.

Conclusiones: Los androgenos participan en el desarrollo y severidad de la
disfuncion de las glandulas salivales provocadas por la DM2 en ratones, ya que su
deficiencia mejora la funcion de las glandulas salivales parétida y sublingual,
preserva la estructura histoldgica de las glandulas salivales, disminuye la hipertrofia
y fibrosis acinar



1. Introduccioén

1.1  Diabetes mellitus tipo 2

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una enfermedad metabdlica caracterizada
principalmente por resistencia a la insulina, la cual se define como la incapacidad
del organismo para responder a la insulina lo que implica un menor ingreso de
glucosa a las células, y por una deficiencia relativa en la produccién y secrecion de
esta hormona, lo que reduce la capacidad del organismo para regular los niveles de
glucosa en sangre y, por lo tanto, estados de hiperglucemia crénica que resulta en
complicaciones multiorganicas que disminuyen la calidad de vida de quién lo

padece’3,

La DM2 representa del 90 al 95% de todos los casos de diabetes a nivel
mundial con 482.94 millones de casos activos en 2021 (250.62 millones son
hombres y 232.62 millones son mujeres), y tiene una alta tasa de mortalidad con
6.7 millones de defunciones reportadas el mismo afio3. La alta mortalidad de esta
enfermedad se debe principalmente a sus complicaciones, de estas, las

enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte®.

La obesidad es uno de los principales factores de riesgo para desarrollar
DM2, ya que influye en el desarrollo de la resistencia a la insulina. En la DM2 existe
una acumulacion de tejido adiposo visceral y subcutaneo y la infiltracién anormal de
lipidos (esteatosis), en el higado y el musculo esquelético, lo que conduce a
inflamacion crénica a nivel sistémico y local, estrés oxidativo y cambios en la via de

sefalizacion de la insulina en el higado, musculo esquelético y tejido adiposo,



provocando, un déficit en la entrada de glucosa, el establecimiento de resistencia a

la insulina y la hiperglucemia?®.

Ademas de la resistencia a la insulina, la deficiencia parcial en la secrecion
de insulina por parte de los islotes beta (B) pancreaticos es otra de las
caracteristicas de la DM2. La deficiencia en la secrecién de insulina ocurre debido
a una disminucion en la masa de las células B, a un aumento en la apoptosis y una
menor diferenciaciéon de células precursoras. Lo anterior ocurre a través del
incremento del estrés oxidativo intracelular y la inflamacion pancreatica, derivando
tanto en una pérdida parcial de la secrecion de insulina como en estados de

hiperglucemia e hiperlipidemia®.
1.1.1 Diabetes mellitus tipo Il y desequilibrio hormonal

Los andrégenos son un grupo de hormonas sexuales, entre las cuales la mas comun
es la testosterona, la cual es sintetizada a partir del colesterol principalmente en las
células de Leydig en los testiculos y en la corteza de las glandulas suprarrenales.
Los androgenos son responsables de la maduracién y el mantenimiento de los
caracteres sexuales durante la pubertad y en la adultez, en hombres, regula la
funcién reproductiva, incrementan la masa muscular, la densidad mineral ésea y
tienen efectos inmunomoduladores ademas de regular la funcion de otras glandulas;
sin embargo, las consecuencias clinicas de un déficit en la producciéon de

androgenos aun no estan bien establecidas’.

Se ha demostrado que el indice de masa corporal, la forma en que se

desarrolla el sindrome metabdlico, la DM2 e incluso la distribucion de la grasa



corporal, la cual se acumula mayormente en el abdomen en los hombres y en las
caderas en las mujeres, son dependientes del sexo al ser modulados por las
hormonas sexuales. Los androgenos juegan un papel importante en el metabolismo
de la glucosa e, incluso, se han relacionado niveles bajos de andrégenos con el
desarrollo de resistencia a la insulina y tolerancia a la glucosa®. La disminucién de
androgenos modifica la composicién corporal al favorecer la obesidad y provocar

cambios en la sensibilidad a la insulina, lo que conduce al desarrollo de la DM2°%-",

La disminucién de los andrégenos en la DM2 se debe principalmente al
ambiente proinflamatorio caracteristico de esta enfermedad, el cual promueve la
disminucién de globulina transportadora de hormonas sexuales, que se encarga de
modular la biodisponibilidad y concentracion de las hormonas sexuales esteroideas
como la testosterona, el estradiol y la dihidrotestosterona, asi como su

concentracion en el torrente sanguineo®1213,

En pacientes con DM2 se ha encontrado una alta prevalencia de niveles
bajos de testosterona, los cuales se han relacionado con un mayor riesgo de
desarrollar la enfermedad’*. De igual manera, se ha observado que, en individuos
con terapia de privacion de androgenos, el uso prolongado de estas terapias puede
aumentar significativamente el riesgo de diabetes, lo que indica una relacion

bidireccional entre ambas condiciones™®.

1.1.2. Diabetes mellitus tipo 2 y complicaciones de la cavidad oral

La resistencia a la insulina, el déficit en su secrecion y la hiperglucemia cronica

favorecen a nivel sistémico el desarrollo de un microambiente proinflamatorio, la
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acumulacién de productos finales de glicacion avanzada (AGE’s), y estrés oxidativo
en los diferentes tejidos del cuerpo y conducen al desarrollo de diferentes

complicaciones, algunas de las cuales se manifiestan en la cavidad oral'®17,

Dentro de las complicaciones de la cavidad oral en la DM2 se encuentran
una mayor incidencia de caries, candidiasis oral, liquen plano, gingivitis, enfermedad
periodontal, ardor en la boca, alteraciones en el sentido del gusto y mayor tendencia
a infecciones. Todas estas complicaciones se ven potenciadas por el desarrollo de
hiposalivacion y xerostomia, las cuales son padecimientos donde el flujo salival se
ve disminuido y son de las complicaciones mas comunes entre individuos diabéticos

y de las que mas afectan su calidad de vida'6-18.

1.2 Glandulas salivales

Las glandulas salivales son estructuras fundamentales dentro de la cavidad bucal,
se encargan de la secrecion de saliva la cual facilita e inicia la digestion de los
alimentos, mantiene los tejidos orales humedos, cumple una funcién inmunoldégica,
ayuda a articular el habla, favorece la funcién gustativa y mantiene la integridad de

los tejidos orofaringeos'920,

En los mamiferos, las glandulas salivales se dividen principalmente en 2
grupos, las glandulas salivales mayores (parotidas, submandibulares vy
sublinguales) y menores, las cuales son diminutas y se encuentran distribuidas a lo
largo de la encia, los carrillos y la lengua’®. Las glandulas salivales parétidas tienen
una secrecidn serosa rica en a-amilasa, las glandulas sublinguales tienen

principalmente una secrecibn mucosa rica en mucinas y las glandulas

11



submandibulares tienen una poblacién mixta de acinos por lo que tienen una

secrecion serosa y mucosa'®20,

La actividad de las glandulas salivales mayores es diferente entre humanos
y ratones. En humanos, las glandulas salivales mayores producen el 90% de la
saliva, el 20% es secretado por las glandulas parétidas, el 65% por las
submandibulares y entre el 7 y el 8% por las glandulas sublinguales?®, mientras que
en ratones la actividad de las glandulas pardtidas es dos veces mayor en
comparacioén con las glandulas submadibulares, ademas de no haber diferencias

entre la actividad de las glandulas submandibulares y las sublinguales?'.

La secrecion de saliva esta controlada por el sistema nervioso autbnomo y
es regulada por los reflejos que activan a las células acinares glandulares gracias a
un componente eferente de neuronas secretomotoras simpaticas, responsable de
la secrecidn rica en proteinas, y parasimpaticas responsables de la secrecion pobre

en proteinas’®20,

La funcion de las glandulas salivales puede verse afectada por diversos
factores enddgenos, como las hormonas sexuales, el peso y la edad, o factores
exogenos como el uso de medicamentos, drogas y el tabaquismo y por algunos
padecimientos como el cancer, enfermedades autoinmunes, infecciones y la

diabetes tipo | y 112922,

1.3 La hiposalivacion y la xerostomia

La hiposalivacion y la xerostomia son padecimientos en donde el flujo salival se ve

disminuido. Esta disminucion del flujo salival impacta directamente en el estilo de



vida y en la salud de los individuos que lo padecen debido a que aumentan la
incidencia de infecciones micoticas, el ardor por la atrofia de las mucosas vy las
papilas gustativas, dificultad para masticar, deglutir, lo que a la larga puede

desarrollar problemas de desnutricion8.

Clinicamente, la xerostomia y la hiposalivacion son padecimientos con una
alta incidencia en pacientes geriatricos y se presenta como una de las
complicaciones mas comunes en pacientes diabéticos, lo que afecta el estilo de vida

y disminuye la calidad de vida de estos individuos de manera significativa2324,

La disfuncién de células acinares se ha relacionado con la deficiencia de
androgenos, posiblemente por cambios en la estimulaciéon hormonal y sefalizacion
intracelular en las células acinares que expresan receptores de andrégenos?°2%. Lo
que sugiere que los androgenos juegan un papel importante en la disfuncién de las
glandulas salivales, sin embargo, aun no se sabe con exactitud cémo influyen en su

relacion con la DM2.

2. Antecedentes

En diversos estudios se ha asociado a la DM2 con el desarrollo de hiposalivacion,
xerostomia, fibrosis e hipertrofia de las glandulas salivales'’222427-29 " |o que
repercute en mayor incidencia de caries, candidiasis, queilitis angular, problemas

digestivos y cambios en la microbiota oral e intestinal®3.

En humanos, se ha sugerido que la hiperglucemia, la esteatosis de las
glandulas salivales, la poliuria y la inflamacién pueden inducir la hiposalivacion y la

xerostomia en la DM2%%; sin embargo, se desconocen los mecanismos exactos

13



debido a que la relacién entre la DM2 y las alteraciones en las glandulas salivales

han sido pobremente estudiados.

En individuos con obesidad y DM2 se ha reportado que los niveles elevados
de TNF-q, inhiben la produccion de globulina transportadora de hormonas sexuales
lo que lleva a una disminucion en la concentracion de andrégenos el torrente

sanguineo, lo que podria explicar su disminucion en la obesidad y la DM2813,

La deficiencia de androgenos en la DM2 pudiera ser un mecanismo
importante para el desarrollo de complicaciones en las glandulas salivales ya que
se ha observado deficiencia en la produccion de androgenos en pacientes varones
con sindrome de Sjogren, y de forma similar, en modelos animales deficientes de

androgenos se ha observado el desarrollo de hiposalivacion y xerostomia®'-33.

Se ha reportado que la DM2 disminuye los niveles de androgenos en mujeres
y hombres', lo que se ha asociado con una mayor resistencia a la insulina,
hipoinsulinemia, hiperglucemia e inflamacion sistémica3*-3’, lo que puede afectar el
tejido glandular en las glandulas salivales a través de incrementar la esteatosis, la
acumulacién de AGE’s y la generacion de un microambiente inflamatorio. Estos
mecanismos se han asociado de manera independiente a la DM2 con la fibrosis de
las glandulas salivales y con la apoptosis de las células acinares; cabe mencionar
que, la relacion de los andrégenos sobre la hiposalivacion y xerostomia en el

contexto de la DM2 aun no se ha estudiado.

14



Por lo tanto, en este trabajo nos enfocamos en determinar el papel de los
androgenos sobre la funcidn de las glandulas salivales en un modelo experimental

de DM2 en ratones.

15



3. Planteamiento del problema y justificacion

La DM2 conduce al desarrollo de hiposalivacion y xerostomia, lo que repercute en
una mayor incidencia de problemas de la cavidad oral y problemas digestivos que
agravan el cuadro de DM2 y reducen la calidad de vida. Aunque la disminucion en
la funcion de las glandulas salivales esta bien documentada, a la fecha, se

desconocen los mecanismos que conducen a su desarrollo en la DM2.

Es posible que la disminucién de androgenos en la DM2 sea un mecanismo
importante para la disminucién en la funcion de las glandulas salivales, debido a
que se ha reportado en estudios preclinicos y clinicos que la deficiencia andréogenos
en hombres conducen a una menor funcién de las glandulas salivales, lo que
sugiere que la disminucidn de hormonas sexuales en la DM2 puede tener un papel
importante en el desarrollo de este padecimiento. Por lo que es necesario evaluar
la influencia de los andrégenos en las alteraciones de las glandulas salivales en la
DM2 con el objetivo de encontrar los mecanismos, blancos terapéuticos y la

generacion de mejores estrategias de tratamiento.

16



4. Pregunta de investigacion

¢,Como influyen los androgenos en la estructura y funcion de las glandulas salivales

en la DM2?

5. Hipotesis

La deficiencia de andrégenos modifica la estructura y disminuye la funcién secretora

de las glandulas salivales en la DM2.

6. Objetivos

6.1 Objetivo general:
Evaluar el efecto de los andrégenos en la funcion y la estructura de las glandulas

salivales en ratones con DM2

6.2 Objetivos particulares:
En ratones macho sanos o con DM2, con o sin inhibicion de andrégenos:

1. Evaluar el perfil glucémico

2. Determinar la funcion de las glandulas salivales

3. Determinar las propiedades fisicoquimicas y el contenido proteico de la
saliva.

4. Evaluar los cambios histomorfologicos en las glandulas salivales

17



7. Estrategia experimental

Sacrificio
Inicio del Ox STz Recolectar Suero
experimento TAV, TAS Y GS.
A A
[ \
Semana . NEIuENRE Semana
4 8 nd 20
\ J
f
Sialometria, curvas (ITT,
\ GTT). |

|

Dieta hipercalérica
(3.65 kcal/g)

Fig. 1. Estrategia experimental. Se describe la estrategia experimental para la evaluacion del papel de los
andrégenos en la funcién secretora de las glandulas salivales en ratones macho con DM2. Qx: cirugia, STZ:
estreptozotocina, ITT: Prueba de tolerancia a la insulina, GTT: prueba de tolerancia a la glucosa, GS: glandulas
salivales TAS: tejido adiposo subcutaneo, TAV: tejido adiposo visceral.

8. Material y métodos.

8.1 Animales

Se utilizaron ratones C57BL/6 macho de 4 semanas de edad a los que dividimos en
cuatro grupos experimentales (Tabla 1): machos control(sin manipulaciéon de
variables), machos con deficiencia de andrégenos por orquiectomia (ORQ), machos
con DM2 (DM2), y machos con DM2 y deficiencia de andréogenos por orquiectomia
(DM2-ORQ). Todos los ratones se mantuvieron en condiciones de bioterio en cajas
con micro aisladores con acceso libre a alimento y liquido. A las 20 semanas de

edad se sacrificaron a los ratones con CO2, y se obtuvieron ambas glandulas

18



salivales pardétidas y submandibulares, tejido adiposo visceral y tejido adiposo

subcutaneo.

Control (n=8)

Sanos + orquiectomia (ORQ, n=8)
DM2 (n=8)

DM2 + orquiectomia (DM2- ORQ,
n=8)

Tabla 1: distribucion de los ratones en los diferentes grupos experimentales

8.2 Consideraciones éticas y legales

El presente proyecto de investigacion se diseid considerando las recomendaciones
de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 y las normas del Comité de Etica
de la FES-Iztacala, UNAM. El proyecto fue avalado por la comision de ética de la
Facultad de Estudios Superiores lIztacala en el oficio CE/FESI/102021/1432 con
fecha de vigencia al 20 de octubre del 2023. Se adjunta el documento oficial del aval
del comité de ética de la FES-I UNAM para la realizacion de este proyecto en el

Anexo 1.

8.3 Induccién de DM2

La induccién de DM2 se realizé de acuerdo con lo reportado por Cifuentes-Mendiola
et al., en 2022, el cual consiste en la induccion de resistencia a la insulina por
obesidad y un déficit relativo en la secrecion de insulina. En concreto, se administro
una dieta hipercaldrica (alta en carbohidratos 3.63 kcal/g) desde las 4 semanas de
edad y hasta el momento del sacrificio (20 semanas de edad), combinado con la

administracién de dosis bajas de estreptozotocina en la décima semana de edad

19



durante 7 dias consecutivos (50 mg/kg el primer dia y 25 mg/kg dias restantes). Los
ratones se consideraron diabéticos cuando alcanzaron niveles de glucosa en sangre

por encima de 250 mg/dL38.

8.4 Supresion de las hormonas sexuales por orquiectomia

A las ocho semanas de edad, los ratones se sometieron a extirpacion gonadal
bilateral o a cirugia simulada. Previamente fueron anestesiados por inhalaciéon de
isoflurano al 1.5%. En todo momento se verificd que las vias aéreas no estuvieran
obstruidas y se mantuvieron a una temperatura estable para evitar la hipotermia3®.

Una vez anestesiados, se afeitaron las zonas de incision con crema para depilar.

Se realiz6 un corte en el escroto seguido de una incisidn en el peritoneo para
exponer los testiculos. Haciendo uso de una sutura absorbible (catgut cromico 3.0),
se ligo la arteria testicular en ambos testiculos y se procedié a extraerlo con ayuda
de unas tijeras y posteriormente se suturd el peritoneo y la piel con una sutura

absorbible de seda 6-0%0.

Para las cirugias simuladas, unicamente se realizaron las incisiones, se
expusieron las gonadas y se suturd la incision. Una vez finalizado el procedimiento
quirurgico, los ratones se trataron con antibioterapia (enrofloxacina, 10 mg/kg) y

analgésico (meloxicam, 5 mg/Kg), durante tres dias*'.
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8.5 Somatometria y consumo de alimento

Todos los dias se midio el peso corporal, el alimento y el liquido consumido. Al
momento del sacrificio se midié la circunferencia abdominal y la talla y se calculo el
indice de masa corporal siguiendo la siguiente ecuacion: peso corporal (g)/(talla

cm)?
8.6 Evaluacion del perfil glucémico

Se midié la concentracidon de glucosa en sangre cada 2 semanas haciendo uso de
un glucémetro OneTouch Select Plus, después de un ayuno matutino de 6 horas
(8:00 am-14:00 pm). A las 20 semanas de edad, se realizaron pruebas de tolerancia
a la glucosa (GTT), con un ayuno matutino de 6 horas, y pruebas de tolerancia a la
insulina (ITT), con un ayuno matutino de 2 horas. Para la GTT se administré por via
intraperitoneal D-glucosa (1g/kg de peso) y para la ITT se administré insulina
aspartica (0.5U/kg) por via intraperitoneal. En ambos casos se cuantificaron las

concentraciones de glucosa en sangre cada 15 minutos durante 90 minutos*2.

8.7 Evaluacion de la funcion secretora de las glandulas salivales.

Se midio el flujo salival a las 20 semanas de edad. Los ratones fueron anestesiados
por inhalacion de isoflurano al 1.5% y se estimul6 la secrecion de saliva por la
administracién de 40 pL de pilocarpina al 2% de manera intraoral durante 3 minutos.
Posteriormente, se colocd al ratdon en posicion prona con una inclinacion de 45°.
Con la ayuda de unas pinzas de diseccion se abrié la boca y se coloco un algodén
para la absorcién de la saliva durante 10 minutos. Se cuidd que el algodon no

obstruyera la via aérea y se cambidé en caso de ser necesario. Los algodones con
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la saliva colectada se colocaron en tubos eppendorf y se centrifugaron a 8000xG

durante 3 minutos*3. Se midié el volumen, la densidad y el pH de la saliva.

8.8 Analisis histolégico

Al momento del sacrificio se obtuvieron ambas glandulas parétidas y sublinguales y
se fijaron con 4% de PFA. Posteriormente, fueron deshidratadas en alcoholes
crecientes, aclaradas en xilol y embebidas en parafina. Se realizaron cortes
longitudinales seriados de 5 pm de espesor con un micrétomo. Los cortes obtenidos
se tifieron de manera rutinaria con HyE o una doble tincion con verde rapido/rojo
Sirio para visualizar las fibras de colagena**. Se tomaron micrografias en un
microscopio optico y se cuantificd el numero y el grosor de los acinos salivales, se
analizé la presencia de infiltrado inflamatorio, y se identifico el tipo de acino salival

(seroso 0 mucoso).

8.9 Analisis estadistico

Todos los grupos experimentales tuvieron una “n” de 8 ratones por grupo. Se analizé
la distribucion de los datos con la prueba de Dagostino-Pearson y Anderson-
Darling. Las diferencias significativas entre los grupos experimentales se
determinaron mediante analisis de varianza (ANOVA), seguido de una prueba post-

hoc de Tukey utilizando el software GraphPad Prism 9. Las diferencias estadisticas

se consideraron significativas si p < 0,05.
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9. RESULTADOS

9.1 Los andrégenos en la DM2 aumentan el peso, pero no afecta la
acumulacion de tejido adiposo.

Para determinar el papel de los androgenos sobre la composicién corporal,
analizamos los parametros somatomeétricos. Los resultados mostraron que, en los
ratones sanos, la deficiencia de andrégenos no modifica el peso, el IMC, la
circunferencia abdominal o el porcentaje de tejido adiposo visceral y subcutaneo en

comparacion con los ratones del grupo control ( Figura 2).

Los ratones del grupo DM2, tuvieron un incremento en el peso desde la
semana 6 de edad, en el IMC, la circunferencia abdominal y en el contenido de tejido
adiposo visceral y subcutaneo comparado con los ratones del grupo control (Figura
2). La deficiencia de andrégenos en los ratones con diabetes (DM2-ORQ), se
comportd similar al grupo DM2 al presentar un incremento en el IMC, la
circunferencia abdominal y el contenido de tejido adiposo visceral y subcutaneo
comparado con los ratones sin diabetes; sin embargo, tuvo una disminucién del
peso corporal comparado con el grupo DM2 a partir de la semana 12 de edad

(Figura 2).
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9.2 Los ratones con DM2 con o sin deficiencia de andrégenos
consumen un mayor contenido de calorias y desarrollan polidipsia.

Para determinar el papel de los androgenos sobre el consumo energético,
analizamos los parametros de consumo de alimento, liquido y calorias. Los
resultados mostraron que la deficiencia de andrégenos no modifica el consumo de
alimento en gramos o Kcal ni de liquido. Sin embargo, los ratones con DM2 con o
sin deficiencia de andrégenos tuvo un mayor consumo de alimento en gramos y

Kcal y un mayor consumo de liquido comparado con los ratones sin DM2 (Figura 3).
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9.3 Los andrégenos en ratones con DM2 promueven el desarrollo de
hiperglucemia y resistencia a la insulina.

Para determinar el papel de los andrégenos sobre el perfil glucémico, analizamos
las concentraciones de glucosa en sangre, la resistencia a la insulina y tolerancia a
la glucosa. Los resultados mostraron que la deficiencia de androgenos en los
ratones sin diabetes no modifico la concentracion de glucosa al comportarse similar
a los ratones del grupo control (Figura 4 a); asi mismo, observamos que la tolerancia
a la glucosa y la tolerancia a la insulina fue similar a los ratones del grupo control

(Figura 4 b-e).

En comparacion con los ratones del grupo control, los ratones del grupo DM2
tuvieron un incremento significativo en las concentraciones de glucosa desde la
semana 12 (Figura 4 a), una mayor intolerancia a la glucosa (Figura 4 by c) y una
mayor intolerancia a la insulina (Figura 4 d y e). Por el contrario, la deficiencia de
androgenos en los ratones con diabetes (DM2-ORQ), mostré una disminucion
significativa en las concentraciones de glucosa en sangre y en la intolerancia a la

glucosay la insulina en comparacion al grupo DM2 (Figura 4).
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9.4 Los andrégenos disminuyen la funcién de las glandulas salivales
en ratones con DM2.

Para determinar el papel de los androgenos sobre la funcidn de las glandulas
salivales, analizamos la secrecidn, la densidad, el contenido proteico y el pH de la

saliva, y el peso de las glandulas salivales parétidas y submandibulares.

Los resultados mostraron que, en los ratones sanos, la deficiencia de
androgenos no modifica la cantidad de saliva secretada, la densidad, el pH ni el
contenido proteico de la saliva (Figura 5 a-d); sin embargo, provoco una disminucién
significativa en el peso de las glandulas salivales parétidas y submandibulares.

(Figura 5 e y f).

Los ratones del grupo DM2 tuvieron una disminucién significativa en la
secrecion y la densidad de la saliva y un menor contenido proteico en comparacion
con los ratones del grupo control (Figura 5 a-c), sin provocar cambios en el pH de

la saliva o en el peso de las glandulas parétidas o submandibulares (Figura 5 d-f).

La deficiencia de andrégenos en los ratones con diabetes (DM2-ORQ),
provocd un incremento significativo en la secrecion, contenido proteico y pH de la
saliva y una disminucion significativa con en el peso de las glandulas salivales
parotidas y submandibulares en comparacion al grupo DM2 (Figura 5 a-f). no
observamos cambios en la densidad de la saliva entre los grupos DM2 y DM2-ORQ

(Figura 5 b)
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9.5 Los andrégenos en los ratones con DM2 promueven el desarrollo
de la hipertrofia acinar, el infiltrado inflamatorio y Ia fibrosis en las
glandulas salivales parétidas y submandibulares

Para analizar el papel de los androgenos sobre la estructura histolégica de las
glandulas salivales, realizamos el analisis histoldgico en las glandulas parétidas y

submandibulares.

Los resultados mostraron que la deficiencia de andrégenos en los ratones sin
diabetes provoco una disminucidn en el grosor de los acinos, el numero de células
acinares, indujo el infiltrado inflamatorio peritubular y provoco un incremento de
acinos salivares mucosos en la glandula parétida comparado con los ratones
intactos (Figura 6). La deficiencia de andrégenos en los ratones sin DM2 no afecté
la estructura histolégica de las glandulas submandibulares, pero si favorecié el

infiltrado inflamatorio (Figura 7)

Los ratones con DM2 mostraron en ambas glandulas salivales un incremento
en el grosor de los acinos, la fibrosis glandular, el infiltrado inflamatorio y la cantidad
de acinos mucosos, con una disminucion en el numero de células por acino,

comparado con los ratones del grupo control (Figura6y 7).

La deficiencia de andrégenos en los ratones con DM2 disminuyo el grosor de
los acinos, la fibrosis glandular, el infiltrado inflamatorio en ambas glandulas
salivales (Fig. 6 y 7), pero no disminuyo los acinos mucosos en la glandula parétida

en comparacién con los ratones solo con DM2 (Figura 6)
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10. DISCUSION

En este estudio demostramos por primera vez que la supresion de androgenos por
orquiectomia en ratones con DM2 mejora la funcién y protege contra el dano
estructural de las glandulas salivales provocado por la DM2; ademas, mejora la
salud metabdlica al disminuir las concentraciones de glucosa en sangre, la

resistencia a la insulina y mejora la secrecién de insulina frente a un estimulo.

Lo primero que determinamos fueron las caracteristicas morfologicas y la
composicién corporal de los ratones, tales como el peso, el IMC, la circunferencia
abdominal y el contenido de tejido adiposo visceral. Nuestros resultados mostraron
que los ratones no diabéticos con deficiencia de andrdégenos tuvieron una
composicidon corporal similar a los ratones control; mientras que, los ratones con
DM2 con o sin supresion de andrégenos, desarrollaron obesidad central, pero la

supresion de androgenos mostré un mayor contenido de tejido adiposo visceral.

Estos resultados coinciden con reportes previos, en donde se ha demostrado
que la supresién de androgenos favorece la acumulacion de tejido adiposo en
ratones con una dieta alta en grasas, pero no en ratones con dieta estandar, debido
a que la supresion de andrégenos favorece el almacenamiento de energia en forma
de triglicéridos y a una disminucion de la actividad fisica*>46. A pesar del incremento
de tejido adiposo visceral y subcutaneo, los ratones con deficiencia de andrégenos
con o sin diabetes, mostraron una disminucion del peso corporal, lo cual puede
deberse a una disminucion en la masa magra, lo que puede verse reflejado no solo

en musculo esquelético, sino también en la masa visceral, ya que observamos una
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disminucién en el peso de las glandulas parétidas y sublinguales en ambos grupos

con deficiencia de androgenos.

Ademas, los cambios en la composicion corporal, no se deben a alteraciones
en la alimentacion, debido a que todos los grupos comieron cantidades similares en
gramos Yy calorias entre los grupos con dieta estandar o con dieta hipercalorica. Por
lo tanto, la supresion de andrégenos modifica la composicion corporal de manera
independiente de la DM2, probablemente a través de provocar la disminucion de la
masa magra. Por lo que seria interesante investigar en el futuro el efecto de la
deficiencia de andrégenos sobre el peso del musculo esquelético y de distintas
visceras con el fin de tener un panorama mas amplio del impacto de la supresion
de andrégenos sobre la composicion corporal y los diferentes sistemas corporales

en condiciones de salud y de DM2.

Posteriormente, analizamos el papel de la supresion de andrégenos sobre el
metabolismo glucolitico, debido a que se ha reportado que esta deficiencia de
andrégenos favorece el desarrollo de obesidad, resistencia a la insulina y DM247.
Observamos que la orquiectomia en ratones sin diabetes no afecté las
concentraciones de glucosa en sangre, la resistencia a la insulina o la secrecion de
insulina frente a un estimulo exégeno de glucosa. Estos resultados refuerzan la
nocion sobre el papel de la supresidon de andrégenos como un mecanismo que
predispone al desarrollo de alteraciones metabdlicas bajo condiciones de
sedentarismo, dietas hipercaldéricas y malos habitos como se ha observado en
humanos, monos Rhesus, y roedores y no como un mecanismo condicional para el

desarrollo de enfermedades metabdlicas36:4548
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Los ratones del grupo DM2, desarrollaron hiperglucemia, resistencia a la
insulina y un déficit en la secrecion de insulina ante un estimulo de glucosa, lo cual
coincide con las principales caracteristicas clinicas de los individuos diagnosticados
con DM2%%, Sin embargo, la deficiencia de andrégenos en los ratones diabéticos
disminuy¢ la severidad de la DM2 a disminuir las concentraciones de glucosa en
sangre, la resistencia a la insulina y mejorar la secrecién de insulina frente al
estimulo con glucosa, lo que sugiere que la supresion de andrégenos gonadales

podria tener un efecto protector sobre el metabolismo glucolitico.

Este resultado fue sorpresivo, debido a que se ha reportado ampliamente que
la supresion de andrégenos favorece el desarrollo de DM248. Sin embargo, también
se ha reportado que la supresion de androgenos revierte la resistencia a la insulina
provocada por glucocorticoides que se saben se incrementan en la DM2 y favorecen
el fenotipo diabético®%-5'. Ademas, aunque la castracion disminuye los niveles de
testosterona circulantes, se sabe que mantiene las concentraciones séricas y
suprarrenales de dehidroepiandrosterona (DHEA), pregnenolona, progesterona y
androstenediona (AED), y la concentracion suprarrenal de testosterona, lo cual se
ha relacionado con una mejor salud metabdlica y se han visto disminuidas en la
DM252-54, Adicionalmente, se ha observado que la administracion de DHEA en ratas
Zucker castradas tiene potentes efectos antiobesogénicos; y en estudios preclinicos
y clinicos se ha observado que reduce la resistencia a la insulina y la hiperglucemia
a través de su conversion en estrogenos y androgenos que mejoran la salud

metabolica %7,
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Es claro que las alteraciones endocrinas en la diabetes y la supresion de
androgenos sugieren una compleja interaccion que puede conducir a una mejora o
un empeoramiento de la salud metabdlica dependiendo del perfil hormonal y los
cambios en los niveles de andrégenos libres, de DHEA'y su conversidn a estrogenos
y androgenos que pueden tener efectos antiobesogénicos, antiinflamatorios y
antidiabéticos. Por lo tanto, es necesario investigar a profundidad el perfil hormonal
de los ratones con orquiectomia y DM2 para comprender mejor los mecanismos

hormonales involucrados en la mejora de la salud metabdlica en los ratones.

Ademas de la mejoria en la salud metabdlica, la supresion de androgenos
mejoro la funcion de las glandulas salivales en los ratones con DM2. Lo primero que
observamos fue que la supresion hormonal en ratones no diabéticos no modifico el
flujo salival, el contenido proteico, la densidad o el pH de la saliva, pero provoco
cambios estructurales evidenciados por una disminucion en el tamano de las
glandulas salivales parotidas y submandibulares y la disminucién en el tamafio y
numero de células de los acinos parotideos, lo cual coincide con reportes previos
que han demostrado que la supresidn de andrégenos por orquiectomia provoca
atrofia de las glandulas y acinos salivales a través de inducir un incremento en la
expresion de genes relacionados con la apoptosis y una disminucion en la expresion
de genes relacionados con la diferenciacion de células epiteliales, la angiogénesis
y la morfogénesis de la estructura anatémica lo cual explica la degeneracién acinar

y la disminucion de células acinares que observamos en nuestros resultados.

Observamos en las glandulas parétidas de los ratones sanos con orquiectomia la

presencia de infiltrado inflamatorio con agrupamientos focales periductuales, lo cual
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es comun observarlo en individuos con sindrome de Sjogren o envejecidos que
tienen una disminucién de andrégenos33%8, Este infiltrado inflamatorio puede
favorecer un microambiente proinflamatorio y estrés oxidativo y como consecuencia
la apoptosis y degeneracion de los acinos salivares; sin embargo, hasta donde
sabemos en la deficiencia de andrégenos por orquiectomia la participacion del
sistema inmunoldgico en las alteraciones de las glandulas salivales ha sido poco
explorado. Por lo que seria interesante analizar el estado inflamatorio en las
glandulas salivales de estos ratones para tener una mejor comprension de los
mecanismos celulares y moleculares que conducen a la atrofia de las glandulas

salivales provocada por la supresién de andrégenos.

La DM2 provoco una disminucion en la secrecidon de saliva, con una menor
densidad y contenido proteico, lo cual coincide con lo observado en reportes previos
que han demostrado que la DM2 provoca hiposalivacién y xerostomia y una mala
calidad de la saliva e incluso se reconoce a la xerostomia como una de las
principales complicaciones de la DM2 debido a su alta incidencia®®. Estas
alteraciones en la funcion secretora de las glandulas salivales puede deberse a las
alteraciones histolégicas que observamos en ambas glandulas salivales como la
hipertrofia acinar, la disminucion en el numero de células acinares, el evidente
desarrollo de fibrosis, el incremento de acinosos mucosos y la presencia de infiltrado
inflamatorio,; que se sabe, repercute en la funcidén secretora de las glandulas
salivales y la calidad de la saliva, y puede ocurrir como consecuencia de la
hiperglucemia, la resistencia a la insulina, la inflamacioén sistémica y la neuropatia

como lo observamos en un estudio previo desarrollado en el laboratorio®°.
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La deficiencia de andrégenos en los ratones diabéticos provocd un
incremento en la funcién de las glandulas salivales y la calidad de la saliva, y a pesar
de que provoca atrofia glandular, observamos una normalizacién en el grosor de los
acinos, una disminucion de la fibrosis y un menor infiltrado inflamatorio en ambas
glandulas salivales. Lo que sugiere que las alteraciones histolégicas juegan un

papel importante en la secrecion y calidad de la saliva.

Aunque estos resultados fueron sorpresivos debido a que tanto la deficiencia
de andrégenos como la DM2 se han asociado a hiposalivacién y xerostomia, la
mejora en la funcion y estructura de la glandulas salivales se puede deber por un
lado a la disminucion de la hiperglucemia y la resistencia a la insulina que
observamos en estos ratones, que son parametros que se han correlacionado
fuertemente la hipertrofia acinar y la fibrosis glandular 335960y por otro lado, también
es posible que el cambio en el perfil de las hormonas gonadotrépicas y
suprarrenales participe en mejorar la funcién y estructura histologica de las
glandulas salivales. Se ha demostrado que el incremento de estrogenos y
andrégenos libres y activos a partir de DHEA en las glandulas salivales mejora la
salivacion y cabe destacar que se ha reportado que la orquiectomia incrementa la
conversion de DHEA a estrogenos y androgenos en diferentes tejidos periféricos y

que la DHEA se encuentra reducida en la DM2.56:57.61

De hecho, se ha reportado que DHEA y la testosterona favorecen el
remodelado tisular de las glandulas salivales, mejorando su funcién lo que podria
explicar la disminucién de la fibrosis y de la hipertrofia acinar que observamos en

los ratones con DM2 y ORQ®'. Adicionalmente, los estrogenos y andrégenos son
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bien conocidos por su capacidad antiinflamatoria y se sabe que disminuyen el
infiltrado de células inflamatorias en diferentes tejidos*é, lo cual podria explicar la
disminucién del infiltrado inflamatorio que observamos en los ratones diabéticos con
deficiencia de andrégenos y a su vez en un menor microambiente proinflamatorio

que afecta directamente la funcion secretora de las glandulas salivales 2.

Aunque nuestros resultados son consistentes en que la orquiectomia en la
DM2 mejora la salud metabdlica y la funcion de las glandulas salivales, es necesario
investigar con profundidad el perfil de las hormonas sexuales a nivel sistémico y
local, y si en estos ratones existe un incremento de DHEA o su conversion a
andrégenos y estrogenos libres, ademas de la participacion de estas hormonas
sobre la inflamacion y el remodelado glandular que pueden conducir a una mejora

en de su funcion.

Es claro que la combinacion de la DM2 y la deficiencia de andrégenos
provoca cambios diferenciales a nivel sistémico y sobre las glandulas salivales en
comparacion a cada condicion por separado, lo que sugiere que en respuesta al
estrés metabdlico y hormonal es posible que se incrementen mecanismos
compensatorios hormonales a nivel de glandulas suprarrenales para contrarrestar
los efectos metabdlicos y la supresion de hormonas sexuales. Estos mecanismos
pueden incluir el incremento de DHEA o de testosterona libre lo que se reflejaria en

una mejor salud metabdlica y funcion de las glandulas salivales.

Estudiar mas a fondo estos posibles mecanismos podria darnos un
panorama mas amplio respecto a como se desarrolla este padecimiento tanto en la

DM2 como en otros contextos, ayudando asi a identificar nuevos y mejores blancos
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terapéuticos lo que nos permitira, con el apoyo de otras especialidades médicas,
desarrollar una mejor comunicacion en la interconsulta, desarrollar mejores
estrategias de tratamiento y asi lograr ofrecer tratamiento causal mas que solo

tratamiento sintomatico.

11. CONCLUSIONES

Los androgenos favorecen el desarrollo de hiposalivacion, xerostomia y de
alteraciones histolégicas en las glandulas salivales en la DM2 a través de disminuir
la cantidad y la calidad de la saliva secretada e incrementar la hipertrofia acinar y
favorecer el desarrollo de fibrosis en las glandulas salivales parétidas y

submandibulares.

Los andrégenos tienen un papel activo en la fisiopatologia de la diabetes al
aumentar la severidad de la enfermedad, aumentar la hiperglucemia y favorecer el

desarrollo de resistencia a la insulina.

12. PERSPECTIVAS

¢ Investigar el efecto de la supresion de andrégenos en la masa magra

e Analizar el perfil hormonal de los ratones con DM2 y con supresion de
androgenos

¢ Analizar el estado inflamatorio en las glandulas salivales en los diferentes grupos
experimentales

e Profundizar en la composicion proteica de la saliva.
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