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IL1 B; interlugina 1 beta

IKb: inibidore I kappa f3.

Kd: Kilodalton.

KOH: Hidroxido potasico.

LDH: Lactato deshidrogenasa.

LDL: Low Density Lipoprotein

L-NAME: No-nitro-L-arginina metil éster.

LPS: Lipopolisacérido.

MAPK: Protein kinasas activadas por mitégenos.
MCAD :cadena media de acyl-coA deshidrogenasa
MDA: Malondialdehido.

MET: Metabolic equivalent tasks.

mmHg: Milimetros de mercurio.

Mn-SOD: Superoxido dismutasa dependiente de manganeso
MOPS: Acido propano sulfonico.

MPP: Peptidasa procesadora mitocondrial
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mtADN: ADN mitocondrial.

NAC: N-acetilcisteina.

NAD: Nictotinamida adenin dinocleétido.
NEM: N-etilmaleimida.

NF-«xB: Factor Nuclear kappa B.

NO': Oxido nitrico.

NO, ":Radical nitrégeno dioxido
NO,ClI: Cloro nitrilo.

NOS: Oxido nitrico sintasa (e-NOS, NOS endotelial; iNOS, NOS
inducible; nNOS, NOS neuronal)

0,: Oxigeno singlete.

0, : Anion superoxido.

OH’: Radical hidroxilo.

ONOO': Peroxinitrito.

OR: Oxidoreductasa.

80x0dG: 8-hidroxi-2' deoxiguanosina:
p/v:peso/volumen.

PBS: Fosfato tampoén salino.

PC: Fosfocreatina.

PDTC: Pirrolidin ditiocarbamato.
PI3K: fosfatidilinositol 3’kinasa
PFK: Fosfofructoquinasa.

PKC: Protein Kinasa C.

PLA2 : Fosfolipasa A2.

PMSF: Fenil metil sulfonil fluoride.
RL: Radicales libres.
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ROOr¢: Radical peroxilo.

RPE: Resonancia Paramagnética de electrones.
Rpm: Revoluciones por minuto.

SDS: Sodio dodecil sulfato

Se: Selenio.

Ser: Serina.

sGC: Guanilato ciclasa soluble

SOD: Superdxido dismutasa.

Sp1: Factor de transcripcion selectivo del promotor 1
TBA: Acido tiobarbitirico.

TBS: Tris tampon salino.

TBS-T: Tris Tamp6n Salino con Tween 20
TEMED: N,N,N,N'-tetrametilnetilenodiamina.
Tir: Tirosina.

TNF-a: Factor de necrosis tumoral o

Tr : Treonina.

TRIS: 2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol.
Tween 20: Polioxietileno sorbitan monooleato.
UCP: Uncoupling Protein

UI: Unidades internacionales.

VM: Volumen minuto

XDH: Xantina deshidrogenasa.

XO: Xantina oxidasa.

XOR: Xantina oxidoreductasa.
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I-INTRODUCCION

1- DIABETES MELLITUS. NOCIONES BASICAS.
1.1.- CONCEPTO Y GENERALIDADES.

El término diabétes procede dal griego diabétes, que a su vez
deriva dal verbo diabaino “caminar”, formado a partir del prefijo dia-,

“a traves de”, y baino, “andar, pasar”.

A lo largo del siglo XVIII y XIX el concepto de diabetes era
un tanto impreciso, pues el término se utilizaba con varios sentidos; en
primer lugar, se aplicaba de forma genérica para designar toda
expulsiéon abundante de orina, sin importar el estado quimico del
liquido excretado ni atender a otros sintomas concomitantes; en este

sentido, la palabra diabetes se usaba como sinénimo de poliuria.

Manuel Hurtado de Mendoza (1840) ofrece en su diccionario:
Se designa con este nombre una enfermedad caracterizada por un
aumento considerable y alteracién manifiesta en la secrecion de orina,

acompanada de sed viva y enflaquecimiento progresivo.

Otro testimonio lexicografico que nos puede ilustrar sobre los
problemas de la terminologia relativa a la diabetes es el Diccionario
de medicina y cirugia, de Antonio Ballano (1817), que incluye la
definicion de esta enfermedad ofrecida por F. Sauvages en su sistema
nosoloégico (1765), afirma Ballano: “Bajo este nombre comprehende
Sauvages los fluxos de orina, en que se evacua inmediatamente toda la
bebida, y atin més, con extenuacion, calentura lenta y sed insaciable.”
Junto a esta especie, Ballano, siguiendo la doctrina de Sauvages,
recoge otras seis especies mas: diabetes inglesa sacarina, diabetes
histérica, diabetes artificial, diabetes por el abuso del vino y licores
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espirituosos, diabetes artritica y diabetes febricosa. La primera de
ellas es la diabetes mellitus, (DM) término acufiado por el médico
inglés Thomas Willis en 1674 y que designa una variante de la
diabetes en la que, segin Ballano, la orina, a primera vista, tiene color
claro, pero mirada con atencion se percibe un matiz amarillento, «lo
que hace habérsela comparado con mucha razén a una disolucion de
miel en una gran proporcion de agua. La orina por lo general es mas 6
menos dulce al paladar». El término diabetes mellitus ha permanecido
en inglés hasta nuestros dias, y por influencia de esta lengua, ha
entrado en el castellano con gran vigor, desplazando a las traducciones
clasicas espafiolas diabetes sacarina y diabetes azucarada. Otros
términos que empezaron a circular en la literatura europea de los
siglos XVIII y XIX para designar diversos tipos de la enfermedad
fueron diabetes con exceso de urea —que se corresponde con la
diabetes insipida, diabetes con materias grasas que equivale a la
diabetes lactea o diabetes quilosa de otros autores, caracterizada por
la presencia de materia grasa y lechosa en la orina, diabetes cerebral,
diabetes gotosa, diabetes sifilitica, diabetes intermitente, diabetes
aguda, diabetes cronica, diabetes pancreatica, diabetes azoturica,
diabetes hidroturica, etc. Muchos de estos términos designaban
dolencias que nada tienen que ver con la diabetes tal como se entiende
actualmente. Las anteriores definiciones de Hurtado de Mendoza y de
Ballano contrastan con el concepto actual de diabetes, que recoge los
descubrimientos fisiologicos y patolégicos que tuvieron lugar
principalmente durante el Gltimo cuarto del siglo XIX y la primera
mitad del XX, protagonizados por P. Langerhans, O. Minkowsky, F.
Banting y C. Best, estos dos ultimos ganadores del Premio Nobel en
1923 por su descubrimento de la insulina, pieza clave en la
comprension y tratamiento actual de la enfermedad. Hoy se sabe que

la forma principal de diabetes (la diabetes «por antonomasia», es
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decir, la diabetes sacarina) es una alteracion del metabolismo que se
debe a una deficiencia en la secrecion o accion de la insulina, lo que
condiciona la elevacion de la concentracion de glucosa en la sangre
(hiperglucemia) y la propension al desarrollo de complicaciones
vasculares y neuropaticas. Esta definicion incluye el mecanismo
fisiopatologico de la enfermedad, que estaba ausente del concepto

antiguo.

La diabetes mellitus comprende un grupo de transtornos
metabolicos frecuentes que comparten el fenotipo de la hiperglucemia.
Existen varios tipos diferentes de DM debidos a una compleja
interaccion entre genética, factores ambientales y elecciones respecto
al modo de vida. Dependiendo de la causa de la DM, los factores que
contribuyen a la hiperglucemia pueden comprender una disminucién
de la secrecion de insulina, una disminucion del consumo de glucosa y
un aumento de la produccion de glucosa. Esta enfermedad es
progresiva y se asocia con elevado riesgo de arteriosclerosis, dafio
renal y nervioso, al igual que ceguera, complicaciones de elevada
morbi-mortalidad.

La diabetes mellitus es la enfermedad endocrina més frecuente.
Su prevalencia mundial se ha incrementado de forma espectacular en
el transcurso de las dos ultimas décadas. Entre 1976 y 1994, por
ejemplo, la prevalencia de DM en los adultos de EEUU aument6 del
8,9% al 12,3%. Al aumentar su incidencia en todo el mundo es
probable que siga siendo una de las primeras causas de morbilidad y
mortalidad en el futuro.
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1.2.- CLASIFICACION DE LA DIABETES MELLITUS

Los avances recientes en los conocimientos respecto a la
etiologia y la patogenia de la diabetes han hecho que se revise su
clasificacion (tabla I.1). Aunque todas las formas de DM se
carateriazan por la hiperglucemia, los mecanismos por los que ésta se

produce son muy diversos.

TABLA 1. 1.. CLASIFICACION ETIOLOGICA DE LA
DIABETES MELLITUS.

|. Diabetes de tipo 1 (destruccién de las células 8, que habitualmente provoca déficit absoluto de insulina)
A. Mediada inmunitariamente
B. Idiopatica
1. Diabetes de tipo 2 ( varia entre una resistencia a la insulina predominante con déficit relativo de insulina
y un defecto secretor de insulina predominante con resistencia a la insulina)
Ill. Otros tipo especificos de diabetes
A. Defectos genéticos de la funcién de las células B caracterizado por mutaciones en:
. Factor de transcription nuclear hepatocitario (HNF) 4o (MODY 1)
. Glucocinasa (MODY 2)
. HNF-1a (MODY 3)
. Factor promotor de insulina (IPF) 1 (MODY 4)
. HNF-1p (MODY 5)
. ADN mitocondrial
. conversion de proinsulina o insulina
B. Defectos genéticos en la accién de la insulina
1. Resistencia la insulina de tipo A
2. Leprechaunismo
3. Sindrome deRabson-Mendenhall
4. Diabetes lipoatrofica
C. Enfermedades del pancreas exocrino: pancreatitis, pancreatectomia neoplasia, fibrosis quistica
hemocromatosis, pancreotopatia, fibrocalculosa.
D. Endocrinopatias: acromegalia, sindrome de Cushing, glucagonoma feocromocitoma, hipertiroidismo
somatostatinoma, aldosteronoma
E. Inducida por farmacos o producto quimicos: Vacor, pentamidina, acido nicotinico, glucocorticoides
hormona tiroidea, diazdxido, agonistas 3-adrenérgicos, tiazidas, fenitoina, interferén a, inhibidores
de proteasa, clozapina, betabloqueantes.
F. Infecciones: rubéola congénita, citomegalovirus, coxsackie.
G. Formas infrecuentes de diabetes mediada inmunitariamente: sindrome del "hombre rigido" anticuerpos
contra el receptor de la insulina
H. Otros sindromes genéticos que a veces se asocian a la diabetes:
sindrome de Down, sindrome de Klinefelter, corea de Huntington, sindrome de Turner,
sindrome de Wolfram, ataxia de Freidreich, distrofia mioténica porfiria, sindrome de Prader-Willi
IV. Diabetes gravidica (DG)

NOoO O wWwN =
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Algunas formas de DM se caracterizan por un déficit absoluto
de insulina o un defecto genético que provoca una secrecion
defectuosa de insulina, mientras que otras formas tienen en comun la
resistencia a la insulina. Las trasformaciones recientes de la
clasificacion son el reflejo de un intento de clasificar la DM basandose
en el proceso patogénico que conduce a la hiperglucemia, en
contraposicion con criterios como la edad de aparicion o el tipo de

tratamiento.

Los dos grandes grupos de DM se designa como tipo 1 y tipo
2. La DM de tipo 1A es el resultado de la destruccion autoinmunitaria

de las células 3, que suele provocar déficit de insulina.

La DM de tipo 1B también se caracteriza por el déficit de
insulina, asi como por la tendencia a experimentar cetosis. Sin
embargo, los individuos con DM de tipo 1B carecen de marcadores
inmunolégicos que indiquen un proceso destructor autoinmunitario de

las células 3.

La DM de tipo 2 es un grupo heterogéneo de trastornos que se
suelen caracterizar por grados variables de resistencia a la insulina,
alteracion de la secrecion de insulina y un aumento de la produccion

de glucosa.

La clasificacion actual de la diabetes mellitas difiere da las
anteriores en dos aspectos. Primero, los términos diabetes mellitus
insulinodependente (DMID) y diabetes mellitus no
insulinodependente (DMINID) estan obsoletos. Estas denominaciones
del pasado reflejaban la observacion que la mayoria de los individuos
con DM de tipo 1(antes DMID) tienen una necesidad absoluta de
tratamiento con insulina, mientras que muchos sujetos con DM de tipo

2 (antes DMNID) no requieren tratamiento con insulina para evitar la
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cetoacidosis. Sin embargo, dado que muchos pacientes con DM de
tipo 2 terminan por necesitar insulina para el control de la glucemia, el

empleo de este ultimo término generaba mucha confusion.
1.3 DIAGNOSTICO DE LA DIABETES

Los criterios revisados son el reflejo de los nuevos datos
epidemiologicos y metabdlicos y se basan en el espectro de la glucosa
plasmatica en ayunas (GPA) y la respuesta a una sobrecarga oral de
glucosa.

La DM se define como aquel nivel de glucemia en el que se observan
complicaciones especificas de la diabetes, no basandose en el nivel de
tolerancia a la glucosa desde el punto de vista de la poblacion.

La tolerancia a la glucosa se clasifica en tres grupos en funcion

de la GPA:

1. Una GPA <6,1 mmol/L (110 mg/dL) se considera
normal.

2. una GPA >6,1 mmol/L (110 mg/dL) pero <7
mmol/L (126 mg/dL) se define como glucemia
basal anomala (GBA).

3. una GPA > de 7 mmol/L (126 mg/dL) justifica el
diagnostico de DM.

Desde el punto de vista diagndstico, se considera que un
paciente presenta diabetes si el valor de la glucosa plasmatica en
ayunas (al menos 8 h sin ingesta) es mayor de 126 mg/dl en dos
determinaciones (con siete dias de intervalo). En caso de que el
resultado sea menor de dicha cantidad, se debe realizar una carga de
75 g de glucosa en 375 ml de agua, y se considera diabético a todo
paciente que presente un valor igual o superior a 200 mg/dl 120

minutos después de la carga.
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1.4- EPIDEMIOLOGIA. IMPORTANCIA SOCIOLOGICA.

Este sindrome es de elevada importancia social, ya que, debido
a su gran prevalencia y a sus complicaciones a largo plazo, conlleva
una importante morbi-mortalidad. En este punto podemos resefar que
la retinopatia diabética es la primera causa de ceguera en Occidente.
La macroangiopatia diabética, por otro lado, da origen a la
enfermedad cardiovascular de estos pacientes, siendo ésta la causa
mas frecuente de muerte de los diabéticos no insulinodependientes. La
nefropatia diabética es la causa mas frecuente de fracaso renal
cronico en Occidente y ademas, el principal motivo de muerte de los
diabéticos insulinodependientes. La neuropatia es, finalmente, causa
de elevada morbilidad, pero no provoca mortalidad en estos enfermos.
Asimismo, son altamente impactantes los siguientes datos: el paciente
con diabetes aumenta 25 veces el riesgo de ceguera, 20 veces el riesgo
de fallo renal, 20 veces el riesgo de amputacion consecuencia de una
gangrena, y de 2 a 6 veces el riesgo de isquemia miocardica o

accidente cerebrovascular (1).
1.5- PATOGENIA
1.5.1.- Diabetes de tipo I

Cuando se manifiesta la DM tipo 1A mas del 90% de las
células beta pancreaticas han sido destruidas. Este proceso destructivo
es probablemente de naturaleza autoinmune, aunque todavia existen
muchos interrogantes en este sentido.

La secuencia patogénica mas admitida en la actualidad es la
siguiente:

1.- Predisposicion genética (Sistema HLA)

2.- Agresion ambiental: virus, alimentos.

3.- Insulitis: infiltracidn de linfocitos T.
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4.-Activacion de la autoinmunidad (anticuerpos antiislote
pancreatico o ICA).

5.- Ataque inmune a las células beta, sin afectacion de las
células alfa.

6.- Diabetes Mellitus.

En primer lugar, es necesaria la susceptibilidad genética a la
enfermedad, probablemente la predisposicion genética sea de tipo
permisivo y no causal. En segundo lugar, se requiere el efecto de un
factor ambiental para iniciar el proceso en los sujetos con
susceptibilidad genética. Se piensa que las infecciones virales
representan un mecanismo desencadenante comun, pero también
podrian estar implicados agentes no infecciosos. La prueba mas clara
de que los factores ambientales son esenciales deriva de los estudios
efectuados en gemelos monocigoticos, en los que la tasa de
concordancia para la diabetes es inferior al 50 %. Si la diabetes fuera
una enfermedad puramente genética, la tasa de concordancia deberia
por el contrario aproximarse al 100 %. La probabilidad de desarrollar
DM tipo 1 en los familiares de primer grado es tan sélo del 5 al 10%.
La tercera etapa de esta secuencia es la respuesta inflamatoria del
péancreas, denominada insulitis. Las células que infiltran los islotes
son monocitos / macréfagos y linfocitos T activados que desempefian
un papel importante en la destruccion de las células beta. La cuarta
etapa consiste en una alteracion o transformacion de la superficie de la
célula beta, que ya no se reconoce como propia, Sino que aparece
como una c¢lula extrafa o ajena para el sistema inmunitario. La
quinta etapa consiste en el desarrollo de la respuesta inmunitaria.
Debido a que los islotes son considerados ajenos, aparecen
anticuerpos citotoxicos que actian en combinacion con los
mecanismos de inmunidad celular. El resultado final es la destruccion

de la célula beta y la aparicion de diabetes.
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1.5.2.- Diabetes Mellitus tipo I1

El progreso efectuado en la patogenia de la diabetes mellitus

de tipo 2 ha sido muy escaso.

El mecanismo de herencia no es conocido, pero la influencia
genética es notoria. La concordancia para la DM tipo 2 en gemelos
monocigotos es cercana al 100%. El riesgo de presentar intolerancia a
la glucosa o diabetes en los descendientes y en los hermanos es mayor
que en la DM tipo 1. No se ha observado ninguna relacion con el
sistema HLA ni la existencia de fenomenos autoinmunes. Es muy
probable que existan varios genes implicados en el origen de la DM

tipo 2, aunque todavia no se ha identificado el candidato preciso.

Existe otro tipo de DM, denominada Diabetes tipo MODY
(Maturity Onset Diabetes Young), que se caracteriza por
hiperglucemia leve en personas jovenes, con resistencia a la cetosis y
una importante historia familiar de diabetes. Este trastorno se hereda
de forma Autosémica Dominante y se ha asociado con mutaciones en
el gen de la glucoquinasa, localizado en el brazo corto del cromosoma
7.

Entre un 80 y un 90% de los pacientes con DM tipo 2 son
obesos, de ello se puede deducir que una dieta rica en hidratos de
carbono y grasa, asi como una vida sedentaria, favorezcan la aparicién

de este trastorno.
En la DM tipo 2 existen dos defectos polares:
1.- El déficit de produccion de insulina por el pancreas.

2.- La resistencia a la acciéon de la insulina en los tejidos

periféricos.
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No se conoce cudl de los dos defectos es primario, aunque la
mayoria de los autores considera que la resistencia a la insulina es
primaria y que la hipersecrecion de insulina para compensar la
resistencia a esta hormona acaba agotando la capacidad de la célula
beta. La masa de células beta se conserva intacta, a diferencia de lo
que ocurre en la DM tipo 1. Las células alfa aumentan, lo que explica

el exceso relativo del glucagon respecto a la insulina en la DM tipo 2.

1.6.- MANIFESTACIONES CLIiNICAS DE LA DIABETES
MELLITUS.

La diabetes es una enfermedad de afectacion multisistémica y
generalmente los pacientes refieren sintomas relacionados con la
hiperglucemia (sintomatologia cardinal): poliuria, polidipsia,
polifagia, astenia y adelgazamiento. En otras ocasiones puede debutar
como una descompensacion metabodlica aguda: cetoacidosis, coma
hiperosmolar, etc. En la tabla 1.2. esquematizamos las diferencias
entre la DM tipo 1 y la DM tipo 2.

1.6.1.- DM tipo 1

Suele comenzar antes de los 40 afios, aunque algunos pacientes
pueden presentar DM tipo 1 después de los 50. El inicio de los
sintomas suele ser brusco, con clinica cardinal (poliuria, enuresis en
los nifios, polifagia, polidipsia) y pérdida de peso a lo largo de varios
dias o semanas. A veces la enfermedad debuta como una cetoacidosis.
Los pacientes DM tipo 1 presentan un peso normal o reducido, los
niveles de insulina son indetectables y los de glucagon estan
aumentados. El tratamiento con insulina es necesario desde el
principio. Con frecuencia después del comienzo de la enfermedad
existe un periodo de remision parcial ("luna de miel") de duracién

variable, donde las necesidades de insulina se reducen.

51



I- Introduccién

1.6.2.- DM tipo 2

Suele comenzar en edades intermedias o avanzadas. La clinica
suele presentarse de forma insidiosa a lo largo de semanas o meses, y
es frecuente el hallazgo casual en pacientes asintomadticos. En
pacientes mayores puede comenzar como un coma hiperosmolar. La
mayoria de los pacientes suele presentar sobrepeso, los niveles de
insulina son normales o elevados (aunque menores de lo esperado
segin el nivel glucémico - déficit relativo de insulina) y la
concentracion de glucagon también estd elevada (no supresible con
insulina). El tratamiento de los pacientes va dirigido a la reducciéon de
peso, y en el caso de que con el tratamiento dietético so6lo no se
consiga controlar la hiperglucemia es necesario asociar antidiabéticos
orales. En muchas ocasiones es necesario llegar finalmente al

tratamiento con insulina para controlar las cifras de glucosa.

TABLA I 2.: CARACTERISTICAS GENERALES DE LA DM

tipo 1 Y DM tipo 2

DM tipo 1 DM tipo 2
LOCUS GENETICO Cromosoma 6 Desconocido
EDAD DE COMIENZO Menores de 40 aflos ~ Mayores de 40
anos
HABITO CONSTITUCIONAL Normal o asténico Obeso
INSULINA PLASMATICA Reducida o ausente Normal o elevada

GLUCAGON PLASMATICO

COMPLICACIONES AGUDAS

TRATAMIENTO INSULINICO

TRATAMIENTO CON
ANTIDIABETICOS ORALES

Elevado y supresible Elevado y
resistente
Cetoacidosis Coma
hiperosmolar
Responde Puede responder o
haber cierta
resistencia
Falta de respuesta  Respuesta correcta
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1.7.- COMPLICACIONES DE LA DIABETES MELLITUS.
1.7.1.- Complicaciones agudas de la diabetes.

Podemos resumir de forma escueta estas dos complicaciones como

sigue (2):
A .- Cetoacidosis diabética.

Complicacion de los DM tipo 1 que se puede definir
bioquimicamente como una glucemia mayor de 300 mg/dl, con
cuerpos cetonicos superiores a 3mmol/L, sumada a una acidosis
metabolica con disminucion del bicarbonato plasmatico. En su
fisiopatologia se combinan por una parte un déficit de insulina y el
aumento de las hormonas contrainsulares, estimulando la
glucogenolisis hepatica y la gluconeogénesis; y por otra la activacion

de la cetogénesis a partir de los acidos grasos libres.

Los factores desencadenantes pueden ser desde el abandono de
la insulina, hasta una transgresion dietética o una situacion de estrés.
La mortalidad es del 10% (2).

B .- Coma hiperosmolar.

Complicacion de los DM tipo 2 que se puede definir
bioquimicamente como una glucemia mayor de 600 mg/dl. con
osmolaridad plasméatica mayor de 350 mOsm/kg, sin cetosis asociada.
Se caracteriza por una deshidrataciéon profunda consecuencia de una
diuresis osmotica por la hiperglucemia mantenida. La mortalidad

puede alcanzar el 50% (2).
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1.7.2.- Complicaciones cronicas de la diabetes.

Las complicaciones cronicas de la diabetes son
fundamentalmente vasculares. Por su enorme frecuencia y repercusion
clinica, vamos a centrar este somero resumen principalmente en ellas.
Las complicaciones vasculares del diabético pueden afectar tanto a los
vasos de mediano o gran calibre (MACROANGIOPATIA), como a la
microcirculacion (MICROANGIOPATIA). Las lesiones
microvasculares se localizan tipicamente a nivel renal, retiniano o
nervioso (vasa nervorum). Las causas de estas complicaciones se
desconocen y todo apunta a que sean de origen multifactorial. Por un
lado existe la teoria genética, que defiende la existencia de una
determinada predisposicion para el desarrollo de complicaciones
vasculares en la diabetes. Por otro lado tenemos la teoria metabdlica,
que apoya el hecho de que es la alteracion del metabolismo,
hidrocarbonado la que origina estas alteraciones vasculares. Dentro de
esta teoria se han sugerido varias vias: via de los polioles
(sorbitolaldosarreductasa), y la glicacion no enzimatica de las
proteinas. Actualmente se esta postulando el papel de los radicales
libres y el estrés oxidativo como desencadenantes de estas
complicaciones. La implicacion de los radicales libres en estos
procesos se desarrollard mas adelante en este capitulo de Introduccion.
Brevemente, podemos resumir las peculiaridades de estas

complicaciones como sigue (2).
A .- Macroangiopatia diabética.

La arteriosclerosis se produce de manera mas extensa y precoz
que en la poblacion general, ademads iguala la frecuencia de aparicion
entre varones y mujeres. Entre los factores que favorecen la aparicion

de la arteriosclerosis acelerada destacan los siguientes: mayor
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incidencia de hipertension arterial, aumento del colesterol LDL,
glicacion no enzimatica de las lipoproteinas y aumento de la

adherencia plaquetaria.

La arteriosclerosis produce sintomas variados dependiendo de
la localizacion: claudicacidon intermitente, gangrena, impotencia de
origen vascular en el varon, arteriopatia coronaria (angor, infarto
agudo de miocardio (IAM) e ictus). Los by-pass y las técnicas de
revascularizacion son mucho menos eficaces que en la poblacion no
diabética (2).

B .- Microangiopatia diabética.
a.- Retinopatia diabética.

La frecuencia de la retinopatia diabética varia con la duracion
de la enfermedad y la edad de comienzo, aproximadamente el 80 % de
los diabéticos terminan presentando alguna lesion. Se desarrolla antes
en pacientes de edad avanzada, pero no suele ser proliferativa. La
retinopatia proliferativa parece ser mas frecuente en los pacientes
tratados con insulina, posiblemente porque el curso de su enfermedad

es mas largo al iniciarse en etapas mas tempranas de la vida.

La apariciéon de la retinopatia diabética estd condicionada
inicialmente por la existencia de un aumento de la permeabilidad
capilar de la retina (demostrable por escape del contraste en la
angiofluoresceingrafia), y la posterior oclusion de los capilares
retinianos y la formacién de microaneurismas. Las lesiones de la
retinopatia diabética se clasifican en dos grandes grupos: retinopatia
no proliferativa y retinopatia proliferativa. La retinopatia proliferativa

en general se considera el estadio mas avanzado de la retinopatia
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diabética. Las caracteristicas mas importantes de la retinopatia

proliferativa son la formacion de nuevos vasos y la cicatrizacion.

El edema macular es la causa mas frecuente de pérdida de
vision en la DM tipo 2. La hemorragia vitrea por traccion y el
desprendimiento de retina son las complicaciones mas temidas de la
retinopatia proliferativa. En las fases iniciales de la retinopatia no
proliferativa el tratamiento intensivo de las diabetes y la mejoria del

control glucémico constituyen el mejor abordaje terapéutico posible.

La fotocoagulacion local estd indicada en la maculopatia
diabética, mientras que la panfotocoagulacion se aplicara en caso de

retinopatia proliferativa (2).
b .- Nefropatia diabética.

Alrededor del 35% de los DM tipo 1 presentan nefropatia
diabética. La prevalencia en los DM tipo 2 varia entre un 15 y un 60%
en funcion del trasfondo genético. La nefropatia permanece silente
durante un periodo largo (10-15 anos) desde el diagnostico. La
microalbuminuria es el marcador precoz mas utilizado como indicador
de nefropatia, y parece predecir la mortalidad cardiovascular de los
diabéticos. Cabe destacar que las complicaciones cardiovasculares y
renales producen el 70% de mortalidad en los pacientes diabéticos.
Cuando la eliminacion de proteinas en orina es superior a 300 mg/24
horas se considera que existe proteinuria macroscopica (nefropatia
establecida). Una vez iniciada la fase de proteinuria macroscopica se
produce un descenso progresivo de la tasa de filtracion glomerular,
hasta llegar a la insuficiencia renal grave a los cinco afios de aparicién
de la proteinuria. La aparicion de hipertension suele ir paralela a la
proteinuria y acelera la evolucion de la enfermedad renal. En fases

finales puede existir sindrome nefrotico. No existe tratamiento
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especifico para la nefropatia diabética, pero se puede prevenir su
aparicion, o frenar su evolucion, controlando de forma estricta la
glucemia y la presion arterial, instaurando una dieta baja en proteinas
y afadiendo farmacos inhibidores de la enzima conversora de la

angiotensina (2).
c.- Neuropatia diabética.

La neuropatia diabética es una causa frecuente de morbilidad
en los pacientes diabéticos, y puede afectar casi a cualquier parte del
sistema nervioso central. La forma mas frecuente de presentacion es
una polineuropatia periférica simétrica y distal, pero la mas molesta y
discapacitante es la neuropatia autondmica; con disfuncion esofagica,
alteracion del vaciamiento géstrico, diarrea-estrefiimiento, vejiga
neurdgena, impotencia, dishidrosis, hipoglucemias inadvertidas,

hipotension ortostatica..., incluso sincopes y muertes subitas (2).
1.8.- TRATAMIENTO DE LA DIABETES MELLITUS.

Podemos esquematizar el tratamiento de esta enfermedad en

los siguientes pasos:

1.- DIETA: Es el factor fundamental para el control

metabolico de estos pacientes.

2.- EJERCICIO FiISICO. Importante para mantener un

control glucémico adecuado.

3.- ANTIDIABETICOS ORALES. Farmacos utilizados
en el tratamiento de aquellos pacientes DM tipo 2 que

no pueden controlarse exclusivamente con dieta.
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4.- INSULINA. Actualmente ya es insulina humana, de
varios tipos y pautada de forma individual en los

pacientes diabéticos insulinodependientes.

2.- RADICALES LIBRES Y ESTRES OXIDATIVO.

2.1.- INTRODUCCION. METABOLISMO AEROBIO.

Inicialmente la atmdsfera de la tierra era deficitaria en oxigeno,
y los primeros seres que aparecieron eran anaerobios. Estos seres
utilizaban la luz como fuente de energia para su existencia. La
fotolisis del agua produjo un enriquecimiento en oxigeno de la

atmosfera y la aparicion de los seres aerobios.

El origen de la vida aerobia supuso un gran paso en la
evolucion, ya que hizo posible la restitucion del CO, y del agua
consumidos por los organismos fotosintéticos, de tal forma que se

creo el ciclo redox de la biosfera.

Los seres vivos aerobios obtienen la energia necesaria para la
vida a partir de la oxidacion de nutrientes organicos. Como aceptor
final de electrones utilizan al O, con la consiguiente formacion de
agua. En los eucariotas, esta ultima etapa tiene lugar en las
mitocondrias, concretamente en la membrana interna mitocondrial,
donde existe una serie de proteinas de oxirreduccion (cadena de
transporte electrénico) que se encargan de transportar electrones desde
coenzimas reducidos hasta el O, y la energia liberada en este proceso

se utiliza para la sintesis de ATP.
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Como podemos deducir, el comienzo de la vida aerobia supuso
un gran avance a nivel energético y un requisito para la aparicion de
todas las especies animales, incluyendo el hombre. A pesar de ello, en
la actualidad se conocen una gran cantidad de procesos nocivos en los
que esta implicado el oxigeno. Dichos procesos son denominados
efectos toxicos del oxigeno (3), y estan mediados por radicales libres

derivados del oxigeno (4).

2.1.1 - Concepto de radical libre

Un radical libre es aquella especie quimica, que tiene uno o
mas electrones desapareados en su ultima capa. Esta caracteristica les

proporciona una gran reactividad.

2.1.2.- Mecanismos generadores de radicales libres

Los radicales libres se generan continuamente en las células
expuestas a un ambiente aerobio. Los sistemas enzimaticos
antioxidantes han evolucionado paralelamente al metabolismo aerobio
para contrarrestar el dafio oxidativo debido a estos radicales. A pesar
de esta defensa antioxidante, el dafio oxidativo sobre las proteinas,
lipidos, glucidos y al DNA (5-7), acumulado a lo largo de la vida, esta
en el origen de enfermedades degenerativas como el Alzheimer (8). Se
han visto implicadas en muchos procesos patoldgicos como algunos
canceres, diabetes (9-11), patologias cardiovasculares (12), procesos
reumaticos  (13), patologias  gastroentéricas y  afecciones
broncopulmonares (14, 15) asi como en procesos neurodegenerativos
como la Enfermedad de Alzheimer (8). También estan implicados en

procesos fisiologicos como en el envejecimiento (16, 17), el dafo
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causado por el ejercicio fisico agotador (18-20), la transicién
fetalneonatal (21) y otros.

Los radicales libres se forman en las células en numerosos
procesos tales como el transporte de electrones a lo largo de la cadena
respiratoria, la activacion de los leucocitos, reacciones enzimaticas
(como la catalizada por la xantina oxidasa) y en el metabolismo de
xenobioticos. Un compuesto se puede transformar en un radical libre
de diferentes formas: ganando un electrén, perdiendo un electron o
por fusion homolitica simétrica de una union covalente.

Los radicales libres aparte de las fuentes endogenas descritas
anteriormente pueden también proceder de fuentes externas. Con la
dieta se ingieren muchos compuestos de naturaleza prooxidante, el
humo de tabaco da lugar a radicales libres, la polucion ambiental, el
0zono, etc (22-24).

2.2.- TTPOS DE RADICALES LIBRES

Los radicales libres pueden ser derivados de oxigeno: ERO
(Especies Reactivas del Oxigeno) o de nitrogeno: ERN (Especies

Reactivas del Nitrogeno).

2.2.1- Radical libres de oxigeno (ERO)

Habitualmente el oxigeno se encuentra en su forma maés
estable, la molécula diatémica O,, presentando los electrones que
forman parte del enlace m antienlace el mismo espin (estado triplete).
En esta forma el oxigeno es solo moderadamente reactivo. Sin
embargo, por efecto de radiaciones ionizantes, o por la accion de
enzimas, 0 por mecanismos puramente quimicos, se pueden generar

una serie de especies quimicas (radicales libres) capaces de reaccionar
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con otros compuestos presentes en el organismo y consecuentemente
producir daiio celular (25).

Las ERO pueden tener un origen enddégeno o exoégeno (26, 27).
Algunas de ellas surgen como “accidentes quimicos”, es decir,
reacciones secundarias no deseadas entre las biomoléculas o en la
detoxificacion de xenobioticos, pero otras especies activadas de
oxigeno In vivo se generan con un fin determinado, como en el caso de
los fagotitos activados, que producen O, y H,O; (28).

Las ERO son radicales libres donde el electron desapareado se

sitia predominante sobre el atomo de oxigeno.

Las principales clases de ERO son las siguientes:

TABLA I. 3: PRINCIPALES CLASES DE ERO

ESPECIE SIMBOLO
Radical superdxido o
Radical hidroperdxido HOL"
Perdxido de hidrageno Hz03
Radical hidroxilo HO"
Oxigeno singlete 0,
Radical alcdxilo RO*
Radical perdxilo ROO"
Ozono 0]

2.2.1.1- Radical superoxido O,

El radical es la forma dominante a pH fisiologico (29). En el

metabolismo aerobio entre 1%-2% del consumo total de oxigeno da
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lugar a la formacion del anién superoxido. Es relativamente poco
reactivo e inestable, pero potencialmente toxico. Es inestable y puede
iniciar reacciones que den lugar a otros intermediarios a su vez muy
reactivos. Tiene una vida media de algunos milisegundos y
experimenta reacciones de dismutacion, que consiste en la reaccion
entre dos radicales superoxido para dar agua oxigenada y oxigeno
(30).

Puede formarse como producto de muchas reacciones
catalizadas enzimaticamente, como en las reacciones de las
deshidrogenasas flavoproteinicas: xantina oxidasa, aldehido oxidasa,
purina oxidasa, etc. (25), de oxidasas e hidroxilasas (diamino oxidasa,
galactosa oxidasa, citocromo p450, etc.), de reacciones no enzimaticas
del oxigeno con la cisteina (31, 32), la riboflavina, o bien producirse

en la cadena respiratoria mitocondrial (33).
0,+e + H' - > HO; -—--—--- >0, +H"
2.2.1.2- Perodxido de hidrégeno H,O;
No es un radical libre, pero su toxicidad es importante.
Atraviesa con facilidad las membranas celulares. Se forma a base de

las reacciones del i6n superdxido o bien por la reduccion directa del

oxigeno por dos electrones:
20, +2H" - >H,0, + 0,
0, +2° + 2H"---> H,0,

Es un producto estable en ausencia de catalizadores que

promuevan su descomposicion. Muchas enzimas producen agua
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oxigenada a partir de oxigeno: superoxido dismutasa, glucosa oxidasa,
la D-aminoacido oxidasa, uricasa, etc. (34, 35), y también puede
producirse por reacciones quimicas, como la autooxidacion del acido
ascorbico catalizada por el cobre (25). Se convierte en agua por accion
de la catalasa, un proceso que determina su vida media. Parece que el
H,0O, esta implicado en la regulacion de la transduccion de la sefial de
expresion de genes a través del NF-xB y AP-1.

Ambos son factores de trascripcion capaces de inducir la
trascripcion de genes tales como de la interleukina 2 (IL-2), el factor
de necrosis tumoral o (TNF-a), antigenos del complejo mayor de
histocompatibilidad y c-fos. (36-38).

2.2.1.3. Radical hidroxilo HO’

Es la especie quimica mas reactivas que se conoce y, por tanto,
mas toxica. Tiene una vida media estimada de alrededor de 10 s (39).
Puede formarse in vivo como consecuencia de radiacion de alta
energia (rayos X, rayos y) que puede provocar la rotura homolitica del
agua corporal. La luz UV no tiene suficiente energia como para
escindir una molécula de agua, pero puede dividir el agua oxigenada

en 2 moléculas de radical hidroxilo.

El radical hidroxilo también se puede formar como

consecuencia de la reaccion de Haber-Weiss (40):

02-. + H202 ------- > 02 + HO® + OH
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Uno de los procesos mas importantes de produccion de radical
hidroxilo es la reduccion del agua oxigenada por ciertos iones
metélicos. La reaccién de Fenton (41) utiliza Fe*" y el peroxido de
hidrogeno:

H,0, + Fe 2% - > Fe 3t + HO' + OH-

2.2.1.4. Oxigeno singlete

El oxigeno singlete (10,) es una forma activa del oxigeno, que
se diferencia de la forma normal, triplete, en que los electrones del
orbital antienlace tienen espines opuestos. Esta forma es mucho mas
reactiva que el oxigeno triplete. No es un radical libre y se forma in
Vivo por accion de la luz sobre las moléculas de oxigeno. Su vida
media es alrededor de 10 segundos, dependiendo de la naturaleza de
la matriz circundante. Puede interaccionar con otras moléculas
transfiriéndoles su energia de excitacion o combinandose
quimicamente con ellas.

Puede formarse en la oxidacion del NADPH en los
microsomas, por la actividad de varias enzimas como la xantina
oxidasa, la lactoperoxidasa, lipooxigenasa y prostanglandinsintetasa,
entre otras (42).

2.2.1.5. Radical Alcoxilo (RO
El radical alcoxilo (RO%) se puede formar durante la

degradacion de los lipoperoxidos en reacciones catalizadas por

metales pesados:

FeZ*(Cu™) + LOOH - >LO" + OH-+ Fe3+ (Cu2+)
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2.2.1.6. Radical peroxilo (ROO")

El radical peroxilo ROy  es un producto intermedio de la
lipoperoxidacion.

También se puede formar en reacciones del tipo:
Fe3* (Cu?*) + LOOH ------- > Fe2t (Cu™) + LOO" + HF

Tiene una vida media relativamente larga (del orden de

segundos).
2.2.1.7. Ozono

El ozono (O%) es un compuesto tipico de las capas altas de la
atmosfera y que puede reaccionar con distintos compuestos

biologicos.
2.2.2- Radicales libres de nitrogeno (ERN)

Las especies reactivas del nitrégeno representan otra clase de
radicales libres a los cuales, en los ultimos afios, se les ha dado mucha

importancia. Se pueden clasificar en:

TABLA I. 4: PRINCIPALES ERN

ESPECIE SIMBOLO
Crxido nitrico NO*
Peroxido de nitrdgeno ONOO™
Digxido de nitrégeno NO:
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2.2.2.1. Oxido nitrico (NO")

El 6xido nitrico tiene una gran importancia por su funcion
fisiologica, ademéas de ser considerado un intermediario téxico
importante por su condicion de radical libre.

Es un gas lipofilico e hidrosoluble, con una vida media
relativamente larga (3-5 s). Su formacion tiene lugar por una reaccion
enzimatica en la que la enzima Oxido nitrico sintasa cataliza la
conversion de L-arginina a L-citrulina dando como subproducto NO'
en numerosos tipos celulares (43, 44).

Dicha enzima presenta cuatro isoformas: la neuronal nNOS
(tipo 1), la endotelial eNOS (tipo III) y la inducible iNOS (tipo II) (45,
46).

El 6xido nitrico juega un papel fundamental en numerosos
procesos fisiologicos: actiia como regulador del flujo sanguineo local,
inhibe la agregacion plaquetaria, se produce por los macréfagos
activados contribuyendo a la defensa inmunitaria primaria y también
actua como neurotransmisor, siendo el cerebro el drgano con mayor
actividad 6xido nitrico sintasa (47).

Otro efecto del NO' reside en su capacidad de reaccion con el
hierro de proteinas intracelulares, principalmente mitocondriales,
siendo inactivadas por ¢l la mayoria de las enzimas que poseen un
grupo prostético hemo. Puede reaccionar con acidos nucleicos dando
lugar a mutaciones y roturas del ADN, y también puede producir
necrosis, entre otros fendomenos.

El NO’ posee una accion antiinflamatoria importante, a la vez
que tiene la capacidad de promover la disfuncion celular y tisular a
través de un efecto pro-inflamatorio. Para entender este doble efecto
diversos autores proponen que los efectos reguladores y anti-

inflamatorios del 6xido nitrico ocurren cuando éste ejerce una accioén
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directa sobre una molécula biologica, lo cual ocurre en condiciones
fisiologicas, en las que la produccion de NO’ es baja (30). Sin
embargo, cuando las concentraciones de NO™ aumentan, el NO' tiene
efectos indirectos, a través de los metabolitos derivados de él,
pudiendo reaccionar con el oxigeno o el radical superoxido, lo cual
ocurre en situaciones de inflamacion.

Un exceso de oxido nitrico es citotoxico. Parte de su
citotoxicidad se cree que es debida al "O,’, con el que reacciona para

dar lugar a anion peroxinitrito (ONOO™)
2.2.2.2. Peroxinitrito (ONOO™)

No es un radical, pero si un intermediario oxidante que puede
protonarse y descomponerse con facilidad de modo que es altamente
reactivo (48). Es capaz de inducir la peroxidacion lipidica en
lipoproteinas, interferir con la sefializacion celular por nitraciéon de
residuos tirosina, oxidar grupos tioles y guanosinas, de degradar
carbohidratos y de fragmentar ADN (49, 50).

El anién peroxinitrito (ONOQO?) se forma por la reaccion entre
el 6xido nitrico con el anion superdxido (51), tal como se muestra en

la siguiente reaccion:
0, +NO’ -> ONOO" + H' -> ONOOH -> NO*

El peroxinitrito estd en equilibrio con su acido conjugado
(ONOOH).

En soluciones neutras es un potente agente oxidante, capaz de
oxidar grupos tioles. Ademas de las reacciones de oxidacion, el
peroxinitrito tiene la capacidad para nitrar compuestos fendlicos en

condiciones fisiologicas, como los anillos de tirosina (52). Los
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residuos de tirosina son oxidados por los radicales derivados del
peroxinitrito formando el radical tirosilo, que a su vez reacciona con el
NO® para formar 3-nitrotirosina. La nitracion mediada por
peroxinitrito in Vvivo podria ser inhibida por un exceso de produccion
relativa de O,”, debido a la competencia entre éste y el NO™ por el
radical tirosilo, por lo que la formaciéon de 3-nitrotirosina seria
inhibida cuando la tasa de formacion de O, superara la de NO™ (52).
Asimismo, algunos autores han presentado la reaccion de formacién
del peroxinitrito como una forma de eliminacion de O,  sin la
consiguiente formacion de H,O, , lo cual supone un efecto
detoxificante y antiinflamatorio (53).

2.2.2.3. Diéxido de nitrégeno (NO;))

El dioxido de nitrogeno es un radical libre contaminante
producido primariamente a partir de la oxidacion del NO™ atmosférico
(54). Es un iniciador muy efectivo de la cadena de peroxidacioén
lipidica (55).

2.3.- FUENTES DE RADICALES LIBRES

Los radicales libres provienen a través de fuentes exdgenas y
endogenas:

2.3.1.- Fuentes exogenas.
2.3.1.1.- Agentes antineoplasicos y antibidticos.

Algunos de los efectos de estas drogas se han atribuido a su

capacidad para reducir el oxigeno a superdxido, perdxido de
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hidrégeno y radical hidroxilo. Entre ellos se encuentran: la
adriamicina, bleomicina, daunorubicina y algunos antibioticos que
dependen de grupos quinoides o de union a metales para su actividad
(56).

2.3.1.2.- Factores ambientales

Factores  ambientales, como  contaminantes  aéreos
fotoquimicos, hiperoxia, pesticidas, humos del tabaco, solventes,
anestésicos e hidrocarburos aromaticos. Estos agentes, o bien poseen
radicales libres, como el humo del tabaco, o bien se convierten en
radicales mediante el metabolismo celular y los procesos de

desintoxicacion (57).

2.3.2.- Fuentes endogenas

2.3.2.1.- La cadena de transporte electronico mitocondrial

En los tejidos sanos una de las principales fuentes de radicales
libres son las mitocondrias. Organulos responsables de mas del 90%
del consumo de oxigeno celular.

La cadena de transporte electronico mitocondrial (Figura I1.1.)
es una de las principales fuentes de radicales libres en la célula. Son
muchas las patologias en las que se ha descrito que la mitocondria
genera radicales libres, siendo una de las causas del estrés oxidativo

que sufre la célula.
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Figura |.1. Esquema de la cadena de transporte electronico mitocondrial

2.3.2.2.- Produccion de radicales libres en los distintos

estados mitocondriales.

Se calcula que entre el 1% y el 2% de los electrones
transportados por la cadena de transporte electronico mitocondrial en
estado 4 (cuando todo el ADP esta en forma de ATP) no llegan al
complejo IV y producen reducciones parciales del oxigeno (58).
Debido a las propiedades del oxigeno, su reduccion tetravalente
requiere la transferencia sucesiva de 4 electrones al orbital
antienlazante.

El citocromo a3 del complejo IV de la cadena respiratoria es
capaz de mantener estrechamente unidas a su centro activo todas las
especies parcialmente reducidas del oxigeno hasta que se completa la
transferencia de 4 electrones y 4 protones al O, y con ello la
formacion de H,O (59). Por tanto, la citocromo c¢ oxidasa
perteneciente al complejo IV de la cadena respiratoria no produce este
radical. Ademas, exhibe cierta actividad superdxido dismutasa. Sin
embargo, otros elementos de la cadena de transporte electrénico

mitocondrial tienen la capacidad de transferir un electron directamente
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al O,, pero por el contrario no son capaces de retener el i6n
superoxido formado (59). Asi pues, se produce ‘O, que puede
dismutar a su vez generando peroxido de hidrogeno, el cual es capaz
de atravesar las membranas y salir al citoplasma, donde puede
reaccionar con otras especies formando diversos tipos de radicales
libres (60). La produccion mitocondrial del peréxido de hidrégeno fue
inicialmente descrita por Jensen en 1966. Estudios posteriores
demostraron que la mayor parte del peroxido de hidrogeno
mitocondrial, procedia de la dismutacion del radical superoxido (61).

Se ha estimado que se producen del orden de 10'° moléculas
de O, por célula y por dia (24). Los procesos de formacion de anidn
superoxido son una serie de reacciones no enzimaticas cuya velocidad
aumenta linealmente con la concentracién de oxigeno presente en el
medio.

Experiencias in vitro demuestran que formas solubles de la
semiquinona son capaces de producir O,” por autooxidacion en
medios oxigenados, por lo que se propuso que la ubisemiquinona
mitocondrial era una de las fuentes de ion superdxido (58). Sin
embargo, consideraciones termodinamicas descartan un papel directo
de la dismutacion de la ubisemiquinona en la produccion de este
radical in vivo, porque el ciclo redox de la ubiquinona tiene lugar
enteramente en la fase apolar de la membrana, y en tales condiciones
la autooxidacion de las quinonas se ve desfavorecida (59). La
ubisemiquinona, en cambio, podria estar implicada en la formacion de
HO’ a partir de H,O,. Puesto que el peroxido de hidrogeno puede
atravesar facilmente las membranas bioldgicas puede entrar en
contacto con la ubisemiquinona y producirse la reaccion siguiente
(59):

Q"+ H202— Q + HO + HO
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2.3.2.3.- Autooxidacion de pequeiias moléculas

Existen en la célula una gran variedad de componentes
solubles, capaces de producir reacciones de oxidacion-reduccion, tales
como los tioles, hidroquinonas, catecolaminas, flavinas vy
tetrahidropterinas. En todos estos casos, el radical superoxido es el
radical primario formado por la reduccion del dioxigeno por estas
moléculas. Asimismo, también se produce perdxido de hidrégeno
como producto secundario, a partir de la disminucion de radical
superoxido, bien espontaneamente, o bien catalizado enzimaticamente

por la superoxido dismutasa
2.3.2.4.- Reaccion de Fenton-Haber-Weiss

Consiste en la reduccion del H,O, por iones de metales de
transicion, sobre todo el ion ferroso (Fe™) y, en menor medida, el
cuproso (Cu') y otros iones. El peréxido de hidrégeno o agua
oxigenada (H,O;) es una molécula relativamente estable en ausencia
de catalizadores que promuevan su descomposicion. Fenton
descubrio, a finales del siglo pasado, que se podian oxidar moléculas
organicas por mezclas de peroxido de hidrogeno y Fe™ (reactivo de
Fenton) (41). Fueron Haber y Weiss quienes dieron una primera
explicacion del mecanismo de reaccion: el Fe' reduce al H;0,, que a
su vez se descompone en el radical hidroxilo y el ion hidroxilo (40).

Esto puede representarse como sigue:
H,O, + Fe? — HO' + HO™ + Fe™

Y en general,
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ROOH + Fe*? - RO" + HO + Fe™

Aunque esta reaccion puede tener lugar con varios metales, el
hierro parece ser el mas importante en sistemas biolégicos. El Fe™ se
oxida a Fe™ con mucha facilidad, y éste es muy insoluble. Por ello, el
hierro libre que pueda haber en los sistemas biologicos estara en muy
pequetias cantidades y en forma férrica (62). Pero el ion férrico puede
ser reducido por el ascorbato (63, 64) y por el radical superoxido (27),
con lo que se genera un ciclo de produccién continua de radicales

hidroxilo:

Fe™ +0," —» Fe” + 0,
Fe™ + AH —» Fe” + A"+ H"

Los procesos de captacion y distribucion del hierro y de los
iones metalicos en general estdin muy finamente regulados en los
mamiferos. Hay un gran numero de proteinas de union a metales
(ferritina, transferrina, ceruloplasmina) que actian como reserva de
iones metalicos y que, ademads, impiden que estos iones participen en

reacciones redox (28, 65).

2.3.2.4.- Sistemas de transporte electronico del reticulo

endoplasmatico y membrana nuclear.

Ambos sistemas de membranas intracelulares contienen los
citocromos P4sp y bs que pueden oxidar acidos grasos insaturados (66)
y xenobidticos (67). De hecho, los citocromos Pyssy (término usado
para un numero muy elevado de proteinas con grupos hemo,
ampliamente distribuidas entre los seres vivos) son los mas poderosos

oxidantes In Vvivo, aunque también pueden actuar como agentes
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reductores. Son monooxigenasas que actian activando el oxigeno
molecular a especies electrofilicas de oxigeno (bien radicales, o bien
generadoras a su vez de radicales) que pueden ser liberada en la
célula.

2.3.2.5.- Peroxisomas

Los peroxisomas son potentes fuentes celulares de produccion
de perdxido de hidrogeno debido a su alta concentracion en oxidasas,
ninguna de las cuales utiliza el superéxido como precursor del mismo.
Entre estas enzimas estan incluidas la D-aminoacido oxidasa, urato
oxidasa, L-o-hidroxiacido oxidasa y acilgraso- coenzima A oxidasa
(68). La catalasa peroxisomal es la enzima que metaboliza la mayor
parte del perdxido de hidrogeno generado por las oxidasas de los

peroxisomas (26).

2.3.2.6.- Membrana plasmatica

Los radicales libres generados extracelularmente deben cruzar
la membrana plasmadtica antes de reaccionar con otros componentes
celulares y, por tanto, pueden iniciar reacciones toxicas en la misma.
Los acidos grasos insaturados presentes en la membrana y las
proteinas transmembrana que tienen aminoacidos oxidables son
susceptibles de ser alterados por los radicales libres. Estas reacciones
alteran las propiedades de las membranas de tal modo que cambian su
fluidez, aumentan la permeabilidad de la membrana, disminuyen el
potencial de membrana, hacen perder las funciones secretoras e
inhiben los procesos metabolicos celulares, todo ello provocado por la
peroxidacion lipidica, o la oxidacion de importantes proteinas

estructurales (26).
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La enzima NAD(P)H-oxidasa presente en la membrana
plasmatica de las cé€lulas fagociticas, es una importante fuente
biologica de produccion de radicales libres, debido a la activacion de
los polimorfonucleares y macréfagos que consumen gran cantidad de
oxigeno, el cual sera transformado en radical superdxido. Estos
radicales libres de oxigeno pueden dafiar a la propia célula que los
origina y a células proximas a los fagocitos estimulados. También se
ha visto que la NADPH oxidasa es una importante fuente de radicales
libres en células musculares lisas arteriales y endotelio, en las cuales
desempefian un papel importante como sefiales intracelulares.

Cabe destacar la importancia de las enzimas unidas a la
membrana plasmatica, tales como la lipooxigenasa y la
ciclooxigenasa, en la produccion de radicales libres fruto del
metabolismo de su producto, el acido araquidénico, para dar potentes
productos biologicos: prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos
(69).

2.3.2.7.- Enzimas solubles y proteinas

Enzimas como xantina oxidoreductasa, aldehido oxidasa,
dihidroorotato  deshidrogenasa, flavinprotein deshidrogenasa y
triptofano dioxigenasa, generan radicales libres durante su ciclo
catalitico (70, 71).

2.3.2.8.- Fagocitos activados

Los fagocitos activados (neutrofilos, monocitos, macrofagos,

eosinofilos) poseen diversas enzimas que les permiten generar O, y

H,0O; como uno de los mecanismos para matar microorganismos (72)
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2.3.2.8.- Xantina oxidasa

La xantina oxidasa es un enzima muy versatil que se encuentra
ampliamente distribuida en la naturaleza (desde las bacterias hasta el
hombre). Cataliza la oxidacion de muchos substratos, bien sean
endogenos como las purinas o exdgenos como el etanol. La principal
funcion a nivel fisioldgico es la oxidacion de la hipoxantina y de la
xantina a acido urico.

El acido trico es el producto final del catabolismo de la bases
puricas en algunos primates y en el hombre.

La xantina oxidasa in vivo se encuentra fundamentalmente
bajo la forma NAD" dependiente deshidrogenasa. Esta forma es un
homodimero y cada una de sus subunidades tiene un peso molecular
aproximado de 150 KDa (73). La forma deshidrogenasa se puede
convertir en oxidasa mediante la oxidacion de grupos sulthidrilos,
siendo este paso reversible (74), o mediante un proceso proteolitico.
Este ultimo proceso es irreversible y estd catalizado por una proteasa
calcio dependiente que libera un fragmento peptidico de 20 KDa de
cada subunidad (75). Tanto la forma oxidasa como la deshidrogenasa
humanas estan clonadas (73). La hipoxia es otro factor que puede
transformar la forma deshidrogenasa en forma oxidasa (76). La forma
deshidrogenasa utiliza como aceptor de electrones el NAD" durante la
oxidacion de la hipoxantina. La forma oxidasa utiliza el O, como
aceptor de electrones formando el radical superdxido(76). Ademas,
algunos mediadores de la inflamacién como el factor de necrosis
tumoral también producen una conversion de la forma deshidrogenasa
en la forma oxidasa (77).

La xantina oxidasa estda implicada en el dafio oxidativo
producido durante los procesos de isquemia-reperfusion (78). Durante

el periodo isquémico se produce, por una parte, una acumulacion de
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hipoxantina debido a una degradacion masiva del ATP y, por otra, se
produce una conversion intracelular de la forma deshidrogenasa a la
forma oxidasa. Al inicio de la reperfusion, cuando aumenta la
disponibilidad de O,, la xantina oxidasa cataliza la oxidacion de la
hipoxantina acumulada en la fase hipoxica con la consiguiente
formacion de radical superoxido, y el consecuente dafio oxidativo a
las estructuras celulares.

Los tejidos, en la rata, que mas actividad xantina oxidasa
tienen son el intestino, el higado, el rifidon y el pulmoén (76). También
se ha detectado dicha actividad a nivel del endotelio (79) y aqui se ha
relacionado con el dafio endotelial que se produce en determinadas
patologias como en la hipercolesterolemia, donde esta actividad se
encuentra aumentada (80). Otro aspecto interesante es la localizacién
a nivel celular. Por estudios histoquimicos se la ha situado en el
citoplasma (81, 82). Sin embargo, estudios recientes también la han
localizado en la parte externa de la membrana plasmatica (83). Es
mas, en este ultimo caso, se encuentra asociada a unos
glicosaminglicanos presentes en la membrana (84, 85). Esta union a
los glicosaminglicanos es inhibida de una forma competitiva por la
heparina (80, 84, 85).

Otro dato interesante es que el plasma de seres humanos tiene
cantidades importantes de anticuerpos frente a la xantina oxidasa (86-
88) y la funcién de estos anticuerpos es evitar la produccion exagerada
de especies oxidantes (88).

2.3.2.8.- Hiperglucemia

La glucosa puede reaccionar con los grupos aminos de las
cadenas laterales de las proteinas para formar inicialmente una base de

Schiff, la cual se reorganiza para formar productos mas estables como
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son los cuerpos de Amadori (89). Estos compuestos pueden reducir al
oxigeno para formar inicialmente radical superoxido (90).

Otro mecanismo de formacion de radicales libres relacionado
con la hiperglucemia es la autooxidacion de la glucosa (91). La
glucosa, como todos los a-hidroxialdehidos, se encuentra en
equilibrio con la forma enediol. El enediol, en presencia de metales
pesados como el Cu”’, puede dar lugar a la formacion del radical
enediolil, el cual, en presencia de oxigeno, forma el radical superdxido
y un cetoaldehido. El radical superdxido, como ya hemos indicado
anteriormente, puede formar perdxido de hidrogeno y radical
hidroxilo. El cetoaldehido también puede ser toxico ya que puede
reaccionar con los grupos aminos de las cadenas laterales de las

proteinas, y en un proceso autoxidativo generar radical superoxido.
2.3.2.9.- Oxido nitrico sintasa

Es un enzima que cataliza la formacion de oxido nitrico a
partir de la arginina. El 6xido nitrico es un radical libre que tiene
importantes funciones fisioldgicas en el organismo (92). El o6xido
nitrico puede reaccionar con el radical superoxido dando lugar a la
formacion del anién peroxinitrito (ONOQO"), que es muy citotoxico
(93).

2.3.2.10.- Otras enzimas

Enzimas citosolicas solubles como la aldehido oxidasa y
enzimas unidos a la membrana plasmatica, como la lipooxigenasa y la
cicloooxigenasa, que participan en el metabolismo del 4cido
araquidonico, generan radicales libres durante su ciclo de catalisis (26,
27).
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2.4- DANO A BIOMOLECULAS COMO CONSECUENCIA
DEL ESTRES OXIDATIVO

La accion de los radicales libres viene determinada, por una
parte, por su reactividad quimica, y por otra parte, por Ila
disponibilidad de un sustrato susceptible en la vecindad de donde se
produce el radical libre. La acumulaciéon de compuestos alterados por
el resultado de la reaccion del radical libre es a menudo la explicacion
de efectos a largo plazo, los cuales son dificilmente demostrables
como relacion causa-efecto de la reaccion de los radicales libres, pero
las reacciones de los radicales libres provocan unos productos cuyo
efecto es acumulativo.

Los organismos posean unos mecanismos de defensa contra los
radicales libres, los antioxidantes, sustancias que son capaces de
retrasar o inhibir la oxidacion de sustratos oxidables. El balance entre
los agentes prooxidantes y antioxidantes determinard finalmente el
estado redox, determinando una “homeostasis redox” o estado de
equilibrio de las condiciones de oxidacion-reduccion. Finalmente, el
desequilibrio de este estado redox tiene unas consecuencias
bioquimicas de forma que altera ciertas vias de transmision de sefales
cuya consecuencia es la activacion de mecanismos compensatorios

para restablecer la “homeostasis redox”.

2.4.1 Dafio oxidativo a proteinas

Todos los aminoacidos presentes en las proteinas tienen
residuos susceptibles de ser atacados por los radicales libres, sobre
todo por el radical hidroxilo (94, 95). Dentro de los aminoacidos
fisiologicos, la tirosina, la fenilalanina, el triptéfano, la histidina, la

metionina y la cisteina son los que mas procesos oxidativos sufren
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(95). Esta oxidacion puede dar lugar a un cambio conformacional de
la proteina y, por tanto, a una pérdida o modificaciéon de su funcién
biologica. En condiciones anaerdbicas, los radicales libres promueven
un entrencruzamiento considerable entre proteinas, mientras que en
presencia de oxigeno los radicales libres provocan una gran
fragmentacion de la cadena peptidica (94).

Otro mecanismo muy importante de oxidacion de proteinas son
los llamados “Sistemas de oxidacion de funcion mixta” o “Sistemas de
oxidacion catalizada por metal”, que poseen como dianas mas
comunes los residuos de arginina, histidina, lisina, prolina y cisteina
(94). Estos sistemas catalizan una serie de reacciones acopladas,
enzimaticas o no, que implican la reduccion del O, a H,O, y del Fe?a
Fe™ (96, 97). La produccion de H,O, y de Fe*™ es la tinica funcion
que tienen en comun los sistemas de oxidacion catalizada de metal.

Los sistemas mas relevantes son diversas NADH y NADPH
oxidasas, xantina oxidasa y citocromo Puso reductasas (94).

En la tabla I.5. se resumen los sistemas fisiologicamente mas
importantes que producen la oxidacioén de proteinas.

TABLA L5. SISTEMAS MAS IMPORTANTES QUE GENERAN
LA OXIDACION DE PROTEINAS

SISTEMAS ENZIMATICOS

MADPH oxidasas/NADPH/Fe(lllNO:

JManting Oxidasa/Hipoxantinaf eI/ Oz
Citocromo Pysp reductasa/Citocromo Pasy/MADPHIFe(I WO,
Citocromo FPaggreductasamedoxinalCiocromoP s/ NADHFe ()OO
Micotinato hidroxilasa/NADPHFe( )W Ox
SISTEMAS NO ENZIMATICOS
Ascortato/Fe(lllyO:
RSH/Fe{ 1) C
FelllNOa

Fe(llWH2O; (reactivo de Fenton)
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En los procesos de dafo oxidativo a proteinas, algunos
aminoacidos como lisina, prolina y arginina, se oxidan dando lugar a
grupos carbonilo, de modo que el contenido en carbonilos de las
proteinas se puede emplear como un indicador de dafio oxidativo a las
mismas (94). Otros aminoacidos como histidina, cisteina y metionina,
también sufren dafio oxidativo, pero no forman derivados de tipo
carbonilo (94). El dafio oxidativo suele ser irreversible y puede
conducir a la desnaturalizacion de la proteina (98).

Se ha propuesto que la oxidacion de enzimas mediada por
radicales libres, es un paso de marcaje dentro del recambio proteico

(94), lo que se ve confirmado por las siguientes observaciones:

* La mayoria de los tejidos animales poseen una proteasa
alcalina neutra que degrada las formas oxidadas de los
enzimas, pero que apenas tiene actividad sobre las formas no
oxidadas (99).

* La degradacion in vivo de proteinas enddgenas en
mitocondrias de higado y corazéon y en eritrocitos se ve
estimulada por la adicion de sistemas generadores de radicales
libres (100).

En el caso de las hemoproteinas, como la oxihemoglobina, el
radical superoxido o el peroxido de hidrogeno pueden reaccionar con
el hierro para formar metahemoglobina y otros productos de
oxidacion. Otra importante hemoproteina, la catalasa, es inhibida por

el radical superoxido.
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2.4.2.- Daiio oxidativo a los lipidos

La accion de los radicales libres de oxigeno sobre los lipidos
tiene lugar fundamentalmente sobre los acidos grasos poliinsaturados,
provocando su peroxidacion (8). El resultado es la pérdida de la
flexibilidad y de las funciones secretoras, asi como la ruptura de los
gradientes i06nicos transmembrana. Los radicales libres que pueden
iniciar esta reaccion son: el radical hidroxilo (HO), el peroxido
(ROO, el alcoxilo (RO y el alquilico (R"). El proceso de ataque
oxidativo a los lipidos (Figura 1.2.), denominado peroxidacién
lipidica, comienza cuando un radical libre ataca a un carbono de la
cadena alifatica de un &cido graso, se desprende un atomo de

hidrégeno, y se forma un radical alquilico (27, 101).

A) Atague oxidativo a un acido graso insaturado
x‘ e
I'\.._\_\_l'I XH
CH= CE—CH—CH=CH —é:- CH=CE—CH' —CH=CH
. b
# LY
CH' H=CH—CH=CH CHz= CH=CH=CH—- CH’

B} Formacion de un radical perdxido, COO0"

0O
-0
[
—(H — =——— —(CH—
C) Propagacion de la reaccion
o0 0-0H
I I
BR-CH— + RLCH,— —= BRCH- + PR-CH-

Figura I.2. Mecanismo de peroxidacion lipidica
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Esta reaccion se produce preferentemente en los carbonos
contiguos a enlaces dobles de los acidos grasos poliinsaturados, ya
que los radicales formados se pueden estabilizar por resonancia con el
enlace doble (Figura [.2.A).

Este radical centrado en un 4tomo de carbono reacciona con el
O, y forma un radical peroxido, R-COO’ (Figura 1.2.B).

Los radicales peréxido pueden reaccionar con cadenas laterales
de otros acidos grasos poliinsaturados adyacentes (Figura 1.2.C), se
forma un radical alquilico (R-CHe¢) y un perdxido lipidico (R-COOH),
con lo que se propaga la reaccion en cadena radicalaria (101). De esta
manera, un solo ataque por un radical libre da lugar a la formacion de
un gran numero de productos de oxidacion, sobre todo aldehidos
como malondialdehido (MDA) vy 4-hidroxinonenal (HNN), e
hidrocarburos de cadena corta como etano y pentano (26, 28, 101,
102). Muchos de los aldehidos formados reaccionan rapidamente con
los componentes celulares, con lo que causan mutaciones en el ADN,
y producen dafios estructurales y funcionales al reaccionar con
proteinas (27).

La peroxidaciéon lipidica se considera como un factor muy
importante en el envejecimiento de células aerdbicas (103). El dafio
oxidativo a los lipidos de membrana constituye, muy probablemente,
un factor importante en la disminucion de la fluidez de las membranas
(104, 105).

2.4.2.1.- Los oxisteroles

El colesterol por su estructura quimica, es un derivado del
ciclopentano perhidrofenantreno, posee un doble enlace entre los
carbonos 5 y 6 del anillo aromatico, que es también susceptible de

sufrir oxidaciéon. De esta manera, cuando el colesterol, presente en
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muestras bioldgicas o en materias primas, u otros productos oleosos
que lo contienen, es sometido a una oxidacion, da origen a una serie
de productos oxidados, de diferente estructura, ain no del todo
definidos quimicamente, que se identifican colectivamente con el
nombre de oxisteroles (106). Los oxisteroles se forman toda vez que
el colesterol como tal, o un producto organico que lo contiene (grasa o
aceite), es sometido al efecto directo o indirecto de la temperatura,
irradiaciones, metales (bivalentes, principalmente) o a agentes
oxidantes organicos, como es el caso de algunas enzimas. El
mecanismo de la oxidacion no estéd del todo establecido (106), aunque
se ha propuesto que los radicales libres formados en los grupos
metilénicos de la cadena hidrocarbonada del 4cido graso (o en los
peroxiradicales derivados de la oxidacidon) y que inician la proceso
oxidativo, también serian iniciadores de la oxidacion del colesterol
(107). Se ha observado que las formas activas del oxigeno (radical
hidroxilo, oxigeno singlete) que son iniciadoras de la oxidacion de
acidos grasos poliinsaturado (108), asi como también los productos
oxidados que se forman en los &cidos grasos poliinsaturados
(peroxidos, hidroperoxidos, epdxidos, entre otros), pueden también
iniciar y/o propagar la oxidacién del colesterol (109). La evidencia
experimental indica que la oxidacion del colesterol se induciria en la
fase primaria de la oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados
(iniciacion). Se estima que es posible la formacion de 34 productos
distintos de oxidacion del colesterol (110), sin embargo no todos se
han identificado, siendo los oxisteroles menos polares los mejor
caracterizados. Los productos mas comunes de oxidacion no
enzimatica del colesterol, claramente identificados y que se ofrecen
comercialmente como estandares o para fines experimentales, se

muestran en la figura I.3.
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HO OH Ho OH
COLESTEROL (5 COLESTENE -3 5 OL) 5 COLESTEME - 38, # DIOL 5 COLESTEME -3 p 7 pDIOL
{7 HIDROMCOLESTEROL) { TBHIDROMCOLESTEROL )
"o Lﬁ M
HO
OH OH 0 HO
1]
Sa. COLESTAME - 35, S, 6 B TRIOL S6a EPOM . Se- COLESTAN 3 pOL 56p EPOXI. 5 COLESTAN 35 OL
{ COLESTANETRIOL ) { aEPOXICOLESTERDL { b EPOXICOLESTEROL )
&" N
HO
0 HO HO
3 HIDROX] - S5a- COLESTAN - 6 - ONA SCOLESTEME - 3 B, 25 DIOL 3 B HIDROX - 5. COLESTEN - 7. ONA
{6 CETOCOLESTANDL ) { 25 - HIDROMICOLESTERDL ) { 7CETOCOLESTEROL )

Figura |.3. Oxidos del colesterol: Oxisteroles

2.4.3.- Daiio oxidativo a los glucidos

Los radicales libres atacan a los glicidos de forma distinta. Los
monos y disacaridos resisten la accion de los radicales libres de
oxigeno. La glucosa constituye un captador del radical superdxido, al
retenerlo e impedir su accidon sobre otras moléculas. La manosa y el
manitol son eliminadores del radical hidroxilo. Por ello, se ha
observado que diversos polisacaridos actian como agentes protectores
celulares.
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El dafio oxidativo a los glucidos reviste importancia cuando se
trata de polisacaridos de funcion estructural, ya que los polisacaridos
son despolimerizados por los radicales libres (111) dando lugar a
procesos degenerativos. Un caso especial es el del acido hialuronico
cuya funcion estructural reside en mantener la viscosidad del fluido
sinovial. La exposicion a agentes oxidantes (sobre todo radical
superoxido) provoca su fragmentacion, lo que conduce a la
desestabilizacion del tejido conectivo y a la pérdida de viscosidad del
fluido sinovial, como es el caso de la artritis reumatoide (112, 113). Se
ha observado que la superoxido dismutasa es capaz de proteger frente
a la despolimerizacion del acido hialurénico, en el liquido sinovial
(114).

Los proteoglicanos estan sujetos a rotura oxidativa de forma
similar (112).

Se ha observado una relacion directa entre los radicales libres y
el estrés oxidativo en la diabetes mellitus, una enfermedad
inicialmente caracterizada por una pérdida en la homeostasis de la
glucosa, asi como también, con las complicaciones diabéticas. Se
postula que una anormal regulacion en el metabolismo de los
peroxidos y los metales de transicion colabora en el establecimiento
de la enfermedad, asi como en las complicaciones que aparecen a
largo plazo (115, 116).

2.4.4.- Daiio oxidativo al DNA

El DNA también es susceptible de dafio oxidativo en todos sus
componentes. Se sabe que el oxigeno es capaz de adicionarse a las
bases o al azticar del ADN forméndose radical peroxil. Las posteriores
reacciones de estas especies radicalarias en el DNA dan lugar a un

gran namero de productos.
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El niimero de bases modificadas diferentes encontradas en el
ADN tras un ataque oxidativo, supera la veintena. La alteracion de
este tipo que se observa con mas frecuencia es la 8-hidroxi-2'
deoxiguanosina (8oxodG). Su importancia reside en su poder
mutagénico ya que durante la replicacion producird transversiones T
por C (117, 118). El dafio oxidativo asociado a proteinas y al DNA no
deben ser considerados de manera independiente. La acumulacion de
formas inactivas de enzimas reparadores puede aumentar la
acumulacion de dano oxidativo en el DNA, por lo que se pueden
potenciar uno a otro. Cuando la replicacion del DNA dafiado tiene
lugar antes de la reparacion o cuando un DNA dafiado se repara de
manera incorrecta, tiene lugar una mutacion (119, 120). Por ello las
lesiones oxidativas al DNA parecen estar implicadas no sélo en el
envejecimiento celular, sino también en la patogénesis de las
enfermedades asociadas a la edad avanzada. El DNA dafiado es
reparado por enzimas que cortan la parte afectada, que es entonces
excretada por la orina (24). Puesto que las enzimas reparadoras no
llegan a eliminar todas las lesiones se acumulan, con lo que el nimero

de mutaciones aumenta con la edad (24).

2.5.- SISTEMAS DE DEFENSA FRENTE A LOS RADICALES
LIBRES.

2.5.1.- Generalidades.

Los seres vivos han desarrollado sistemas de defensa frente a
la agresion por radicales libres. De hecho, el dafio oxidativo solamente
se produce cuando los mecanismos oxidantes superan la capacidad de

los sistemas de defensa (121).
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Los sistemas de defensa frente a los radicales libres los
podemos clasificar segin su mecanismo de acciéon, o segin su

naturaleza.

A.- SEGUN EL MECANISMO DE ACCION: A su vez los

podemos clasificar en primarios o secundarios.

a.- Los primarios o preventivos evitan la formacion del

radical libre, es decir, actian en la fase de iniciacion. En este grupo
debemos destacar aquellos que se encargan de detoxificar el
hidroperdxido mediante la reduccion del mismo a un alcohol, como la
glutation peroxidasa o la catalasa. El hidroperdxido, en presencia de
fotoactivadores o de metales pesados, da lugar a la iniciacion de la
cadena radicalaria. Por tanto, aquellos mecanismos que se encarguen
de la detoxificaciéon del hidroperdxido evitaran la iniciacion de la
cadena. En este grupo también se encuentran los secuestradores de
metales pesados como la ceruloplasmina o la transferrina. Como
hemos comentado, los metales pesados catalizan la iniciacion de la
cadena radicalaria a partir de un hidroperoxido. El secuestro del metal
pesado le hace perder esa capacidad de catalisis y, por tanto, actuara

COmMo un mecanismo preventivo.

b.- Los mecanismos secundarios evitan la propagacion

de la cadena radicalaria. La mayoria de estos compuestos son
diarilaminas y fenoles capaces de aceptar el electron desapareado del
radical libre y de estabilizarlo en su estructura, evitando asi la

propagacion de la cadena radicalaria.

B.- SEGUN LA NATURALEZA de los mecanismos de
defensa frente a los radicales libres los podemos dividir en:
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a.- Enzimdticos: La defensa enzimatica a nivel
intracelular frente a los radicales libres derivados del oxigeno esta
formada por la superoxido dismutasa y las peroxidasas (glutation
peroxidasa y catalasa). La superoxido dismutasa y la glutation
peroxidasa estan localizadas tanto en el citosol como en la matriz
mitocondrial (122). La catalasa se localiza predominantemente en los
peroxisomas, donde el peroxido de hidrogeno se genera a una

velocidad relativamente alta (123).

Otras sustancias de naturaleza enzimatica que tienen actividad
antioxidante son la glutation reductasa, glutation S-transferasa y la

glucosa 6-fosfato deshidrogenasa.

b.- No enzimaticos: Que a su vez se pueden clasificar en:

bl- Liposolubles: Dentro de este grupo se encuentran la

vitamina E, los carotenoides, las quinonas, la bilirrubina y otros.

b2- Hidrosolubles: Dentro de este grupo se encuentran aquellos
antioxidantes solubles en agua como la vitamina C, el acido
urico, las proteinas secuestradoras de metales pesados como la
ceruloplasmina o la transferrina, el glutatién y otros tioles no

proteicos, etc.
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2.5.2.- Los antioxidantes fisiologicos mas destacables.

2.5.2.1.- Glutation

El sistema formado por el glutation y las enzimas que
intervienen en el ciclo redox del glutation forman el principal sistema

de defensa a nivel intracelular frente a las agresiones oxidantes (124).

La forma reducida del glutation (GSH) es un tripéptido, -
glutamilcisteinilglicina, y se trata del tiol no proteico mas abundante a

nivel intracelular (125).

Su estructura quimica:

COOH

| acido
CH Glutamico

| Glicina
COOH
Figura |.4. Estructura quimica del Glutation

90



I- Introduccién

Muchas de sus propiedades bioldgicas se deben a dos

caracteristicas estructurales:

1.- La presencia de un enlace y-glutamilo, lo cual le confiere
resistencia frente a las peptidasas presentes en las células con la
excepcion de la y-glutamiltranspeptidasa (este enzima cataliza el

primer paso en la degradacion del glutation).

2.- La presencia del grupo tiol de la cisteina, el cual se puede
oxidar con otra molécula de GSH, dando lugar al glutation disulfuro u
oxidado (GSSG), o con otros grupos tidlicos como los residuos de

cisteina de las proteinas.

Por lo que se refiere al metabolismo del glutation, debemos
destacar que en su sintesis intervienen dos enzimas. La primera de
ellas es la y-glutamilcisteinil sintetasa que cataliza la siguiente

reaccion:

L-Glu + L-Cys + ATP --—--- > y-glutamilcisteina + ADP + Pj

Debemos tener en cuenta que el GSH inhibe la 7v-
glutamilcistetinil sintetasa (126). Es un mecanismo que evita

sobreconcentracion de glutation en los tejidos.

El segundo paso en la sintesis de glutation estad catalizado por

la glutation sintetasa:

y-glutamilcisteina + Gly + ATP ------- > GSH + ADP + Pj

En condiciones fisiologicas, el paso limitante para la sintesis
de glutation es la disponibilidad de cisteina (127, 128). En
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vertebrados, la via mas importante de obtencion de cisteina es la de la
transulfuracion, via que sintetiza cisteina a partir de metionina. El
paso mas importante de esta via es el paso catalizado por la

cistationasa, la cual hidroliza la cistationina para dar cisteina (129).

La degradacion del GSH se produce via y-glutamil
transpeptidasa. Este enzima puede catalizar dos tipos de reacciones
(130). Por una parte reacciones de transpeptidacion, por las que se
transfiere el y-glutamilo del GSH o del GSSG a aminoacidos. Por otra
parte, reacciones de hidrodlisis del GSH, dando lugar a glutamato y a

Cys-Gly, el cual se puede hidrolizar por dipeptidasas.

Otras reacciones importantes donde participa el glutation son
las reacciones de conjugacion, catalizadas por la glutation-S-
transferasa. Esta es una reaccion muy importante en la detoxificacion

de xenobioticos.

El glutation presenta muchas funciones fisiologicas entre las
que destacan (131):

1.- Interviene en la sintesis de DNA (132).
2.- Participa en la detoxificacion de xenobidticos (133).

3.- Actua como protector frente a las radiaciones y al

estrés oxidativo (121).

4.- Participa en el mantenimiento de la integridad de la

membrana celular (134).

5.- Interviene en la captacion de aminoacidos en algunos
tejidos (135).
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6.- Actua como reservorio de cisteina (127).

7.- Interviene en la regulacion de la sintesis (136) y de la

degradacion (137) de proteinas.

8.- Participa en la modulacion de actividades enzimaticas
(138).

9.- Interviene en la homeostasis del calcio (139).

10.- Participa en la regulacion de la proliferacion celular
(140).

Por lo que se refiere al trabajo presentado en esta tesis
doctoral, nos interesa mucho mas la funcidn protectora frente al estrés
oxidativo. En este contexto es de importancia extrema el ciclo redox

del glutation:

Glutation Gll_lcosa 6-P
peroxidasa deshidrogenasa
ROO GSH ADP" Glucosa 6-P
6-fosfo
RO SSG ADP Gluconato
Glutation
reductasa

Figura 1.5. El ciclo redox del glutation

La actividad glutation peroxidasa cataliza la reduccion de
hidroperdxidos con la concomitante oxidacion del glutation. EI GSH
consumido es regenerado por la glutation reductasa, y los equivalentes
reductores los obtiene del NADPH. En el eritrocito, las enzimas que

producen NADPH son la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa y 6-
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fosfogluconato deshidrogenasa. En otros tejidos, ademas de éstas,

existen otras deshidrogenasas que suministran NADPH.

El GSH también puede neutralizar directamente (en procesos
no catalizados por la glutation peroxidasa) los radicales libres

derivados del oxigeno.

2.5.2.2.- Superoéxido dismutasas.

La actividad superoxido dismutasa fue descrita por primera vez
en 1969 (141). Forman un conjunto de enzimas que estan presentes en
todas las células que utilizan en su metabolismo el oxigeno, pero que
faltan en las células anaerobias. Esto es asi porque la funcién
fisiologica de las superoxido dismutasas es la eliminacion de los
radicales superoxido producidos en las reacciones del metabolismo
aerobio (142):

2077 + 2H - > 02 + H202

Hay descritas 4 formas diferentes de superoxido dismutasas
(143). La primera se encuentra en el citosol y en el espacio
intermembranoso mitocondrial, contiene cobre y zinc (Cu-Zn SOD), y
no esta relacionada con las otras tres, salvo en su actividad
eliminadora de radicales superoxido. Un ejemplo de Cu-Zn SOD es la
eritrocupreina, encontrada en los eritrocitos humanos y bovinos. Otras
dos superdxido dismutasas contienen manganeso (Mn SOD), una de
las cuales se encuentra en la matriz mitocondrial (144) y la otra
aislada Unicamente en bacterias tales como Escherichia coli y
Streptococcus mutans. El cuarto tipo contiene hierro y se ha
encontrado en Escherichia coli (145).
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La actividad superoxido dismutasa cumple un papel
fundamental en la defensa antioxidante ya que es la primera linea de
defensa. Debemos tener en cuenta que aproximadamente el 2 % del
oxigeno que consumimos sigue la via monovalente de reduccidén
(146), lo cual supone una produccion aproximada de unos 2 Kg de
superoxido por afio en el ser humano en condiciones basales (101).
Esta cifra nos da una idea de la imposibilidad de vida aerobia sin la

actividad superoxido dismutasa.

El radical superéxido es inestable en un medio acuoso y
espontaneamente se dismuta. Sin embargo, la velocidad de
dismutacion no enzimatica es relativamente baja (a pH fisiologico, la
velocidad de dismutacién espontdnea esta alrededor de 2x105 M-1s-1).
La actividad superdxido dismutasa incrementa esta velocidad del
orden de 10.000 veces (143).

2.5.2.3.- Glutation peroxidasa.

Es una macromolécula tetramérica cuyo peso molecular se
situa entorno a los 85.000 D. Cada una de las subunidades contiene un
atomo de selenio (147). Cataliza la reduccion de hidroperdxidos con el

consumo de glutation:
ROOH + 2 GSH -------------- > ROH + GSSG + H0

En 1957, Mills hablé de la glutation peroxidasa como una
enzima eritrocitaria que "protegia" a la hemoglobina de su ruptura
oxidativa (148). Afios mas tarde se comunico la proteccion que sobre
los globulos rojos producia la glutation peroxidasa, ante los dafios
oxidativos de los radicales libres del oxigeno (149). La glutatién
peroxidasa se encuentra tanto en el citosol como en la matriz

mitocondrial (122, 150). El atomo de selenio es esencial para su
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actividad (150). De hecho, la deficiencia en la dieta en selenio
produce una drastica disminucion de la actividad glutation peroxidasa
en todos los tejidos (147)y la deficiencia en glutation peroxidasa da
una clinica similar al favismo (deficiencia en glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa).

Las principales caracteristicas de la glutation peroxidasa son la
alta especificidad que presenta por el dador de electrones (el GSH), y
la baja especificidad respecto al hidroperoxido (147).

2.5.2.4.- Catalasa.

Junto con la glutation peroxidasa y la superoxido dismutasa, es
la enzima encargada de completar el mecanismo de defensa contra los

dafios oxidativos en las células.
Presenta dos tipos de actividades (151):

a) Actividad catalasa: Cataliza la descomposicion del perdxido

de hidrogeno para dar agua y oxigeno:
2H,03 - >2H70 + O

b) Actividad peroxidasa. Oxidacion de dadores de
hidrogeniones como el metanol, etanol, 4cido férmico o fenoles, con

el consiguiente consumo de peréxidos:
ROOH + AHj -------—-- >H,0 + ROH + A

Es una proteina de un peso molecular aproximado de 240.000
D y contiene 4 grupos de ferroprotoporfirina por molécula, con un

contenido en hierro aproximado del 0.09%.
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La actividad catalasa varia enormemente en funcion del tejido,
asi es muy elevada en higado y rifidén, y muy escasa en el tejido
conectivo (151). Intracelularmente se localiza en los peroxisomas,
aunque en el eritrocito se encuentra en la fraccion soluble del

citoplasma (152).

Fisiologicamente, la catalasa cumple un papel fundamental en
la detoxificacion del agua oxigenada producida por algunas enzimas
localizadas en los peroxisomas, como la aminodcido oxidasa. En el
eritrocito, la catalasa, junto a la glutation peroxidasa, actua como
protector de la hemoglobina y otras proteinas ricas en grupos tiolicos

frente a la oxidacion.

En resumen podemos decir que los sistemas de defensa
enzimaticos se encargan de eliminar el anidon superoxido (superoxido
dismutasas) y el perdoxido de hidrégeno (glutation peroxidasa y
catalasa) con el fin de evitar, por una parte, el dafio oxidativo que
pueden ocasionar estos productos per se y por otra, la formacion de
productos mucho mas toxicos como el radical hidroxilo, que puede ser

muy dafiino para los sistemas biologicos.
2.5.2.5.- Vitamina C

La vitamina C es el acido ascorbico. Se trata de una vitamina
hidrosoluble que se caracteriza porque cede con facilidad dos
electrones, dando lugar al dehidroascorbico. Este hecho es el que le

proporciona sus caracteristicas antioxidantes.

La forma reducida de la vitamina C puede neutralizar
directamente al ion superoxido al radical hidroxilo, y al oxigeno
singlete (153). También es capaz de regenerar la forma oxidada de la

vitamina E (154). Ademas se da una interrelacion entre el GSH y el
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acido ascorbico, ya que existen transhidrogenasas, como la
glutarredoxina, capaces de reducir el acido deshidroascoérbico con el
consumo de GSH (155).

Debemos tener en cuenta que ni el hombre, ni algunos
primates superiores, ni la cobaya, lo pueden sintetizar, por lo que ha
de formar parte de la dieta. La ingesta recomendada es de unos 200

mg por dia (156).
2.5.2.6.- Vitamina E

La forman un conjunto de nutrientes liposolubles esenciales
que tienen como estructura base el tocoferol, o el tocotrienol (157). El

mas activo y frecuente es el a-tocoferol.

El a-tocoferol puede interaccionar directamente con los
radicales peroxilo e hidroxilo (158, 159). También puede neutralizar
al radical superoxido (158, 160).

Al ser una estructura liposoluble, su principal funcion es la de
la proteccion de las membranas biologicas frente a la oxidacion (161).
Inhibe la fase de propagacion en la cadena de la lipoperoxidacion

(162), formandose el radical tocoferoxilico:
LOO* + a-tocoferol ------ > a-tocoferol’ + ROOH

Este radical es relativamente estable, ya que el electron
desapareado se puede deslocalizar en la cadena aromatica (162). El
radical tocoferoxilico se pude reducir dando lugar a la forma activa de
la vitamina E en reacciones con la vitamina C (114) o con el GSH
(163). Otras posibilidades de eliminacion del radical tocoferoxilico

son la reaccion con otro radical tocoferoxilico para dar lugar a un
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dimero (163), o con un radical peroxilico para dar lugar a un aducto
estable (164).

Es mas, la vitamina E previene muchos de los sintomas que

aparecen en la deficiencia en selenio y viceversa.
2.5.2.7.- Carotenoides.

Los carotenoides son un conjunto de pigmentos aislados de
plantas y algunos de ellos como el a, B o y caroteno son precursores

de la vitamina A. El mas frecuente e importante es el 3-caroteno

El B-caroteno posee actividad antioxidante (165). Sin embargo
la vitamina A no posee esta actividad. El B-caroteno se ha descrito
como el mas importante neutralizador del oxigeno singlete aislado de

la naturaleza .
2.5.2.8.- Bilirrubina

La bilirrubina es el producto final de la degradacion del grupo
Hemo. Es un antioxidante liposoluble y por tanto capaz de inhibir la
lipoperoxidacion. Se le considera como un antioxidante de una gran

importancia fisiologica (166)
2.5.2.9.- Acido trico

Es el producto final del catabolismo de las bases puricas en
aquellas especies, como el hombre o los primates, que no presentan

actividad uricasa.

Es hidrosoluble y presenta una potente accion antioxidante en
medio acuoso (167, 168). De hecho, la elevada longevidad del ser

humano y de los primates se ha relacionado con los altos niveles de
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acido tUrico que presentan estas especies (167, 169). Otro dato
interesante es que mas del 30% de la capacidad antioxidante del

plasma del ser humano se debe al acido urico (170).

Aparte de la accion directa del acido trico sobre los radicales
libres, se ha observado que inhibe la xantina oxidasa (171), por lo que
también actua sobre uno de los mecanismos mas importantes de

generacion de radicales libres.
2.5.2.10.- Otros antioxidantes.

Ademas de los ya comentados, existen otras muchas
biomoléculas que pueden actuar o actian como antioxidantes. Vamos
a destacar a las quinonas, como el coenzima Q. La forma reducida de
este coenzima se ha observado que inhibe la peroxidacion lipidica
(172).

Otro grupo estaria formado por proteinas secuestradoras de
metales pesados como la transferrina, la ceruloplasmina o la
lactoferrina. Estas proteinas, al secuestrar al metal pesado, evitan la
accion catalitica de los mismos en la descomposicion de
hidroperéxidos con la consiguiente formacion de radicales libres
(173). Dentro de este grupo también estaria la albumina por su alta

capacidad para transportar cobre (174).

La cisteina y la cisteamina también actian como antioxidantes.
La cisteina puede actuar igualmente como prooxidante debido a su

facil autoxidacion, y en este proceso genera radicales libres (32).
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2.6.- ESTRES OXIDATIVO. CONCEPTO.

El estrés oxidativo se puede definir como una perturbacion del
equilibrio entre prooxidantes y antioxidantes en favor de los
prooxidantes (121), de tal forma que esta alteracion puede dar lugar a
cambios en las biomoléculas y, por tanto, modificaciones en su

funcion.

2.7.- INDICADORES DE ESTRES OXIDATIVO PRODUCIDO
POR RADICALES LIBRES.

Dada la importancia en la patologia de los radicales libres
derivados del oxigeno en los ultimos afos, se ha intentado buscar
indices del dafio producido por los mismos. Entre los muchos

propuestos vamos a destacar los siguientes:
2.7.1.- Estatus del glutation.

El GSH puede neutralizar directamente los radicales libres
derivados del oxigeno, o evitar su formacion reduciendo los
hidroperéxidos a alcoholes en una reaccion catalizada por la glutation
peroxidasa. En ambos casos el producto formado es el glutation
disulfuro u oxidado (GSSG; 2 moléculas de glutatiéon unidas por un
puente disulfuro). Un dafio oxidativo llevard consigo un aumento de la
concentracion de GSSG y una disminucion del cociente GSH/GSSG,
y por tanto a esta relacion se la puede considerar como indice de estrés

oxidativo.

Sin embargo, existen problemas metodologicos en la
determinacion correcta del GSSG. Estos problemas se deben, por una
parte a que en condiciones fisiologicas la concentracion de GSH es
mucho mayor que la de GSSG de 2 a 3 6rdenes de magnitud; (134) y,
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por otra parte, a la facil autooxidacion del GSH, sobre todo en
presencia de metales pesados (21). Por tanto, una pequena
autooxidacion del GSH durante el procesado de la muestra llevara
consigo un aumento muy importante en los niveles de GSSG. Estos
problemas se han conseguido solucionar gracias al bloqueo del grupo

tiol, para evitar su autooxidacion, con N-etilmaleimida (21).
2.7.2.- Malondialdehido.

La degradacion de los lipoperoxidos da lugar a multiples
productos terminales entre los que destaca el malondialdehido. La
cuantificacion del mismo se ha utilizado como un indice del dafio

oxidativo a lipidos.

Se han descrito varios métodos para la determinacion del
malondialdehido (175). El problema de la mayoria de estos
procedimientos es que son poco especificos ya que utilizan al acido
tiobarbitrico como reactivo, y éste reacciona con todos los aldehidos
presentes en la muestra. Estos métodos se han conseguido mejorar
gracias a una separacion por cromatografia liquida de alta eficacia del
aducto malondialdehido-acido tiobarbitirico de otras sustancias que
pueden interferir en la determinacion (176). Otro problema adicional
es la inestabilidad del MDA en solucién debido a su gran volatilidad.
Hoy en dia se prefiere efectuar la determinacién de los niveles de
lipoperoxidos en muestras biologicas. Como indice del nivel de
lipoperdxidos se ha utilizado el MDA producido por la hidrolisis in
vitro de los mismos (177).

2.7.3.- Pentano y etano en el aire espirado.

El etano y el pentano son dos alcanos volatiles que se forman

como productos terminales en la lipoperoxidacion de los acidos grasos

102



I- Introduccién

omega-3 y omega-6 poliinsaturados (178). Estos dos alcanos, al ser
volatiles, se eliminan via pulmonar y se pueden cuantificar por
cromatografia de gases. Al tratarse de una técnica no invasiva, la
cuantificacion de estos alcanos se ha utilizado mucho en seres

humanos como indice de la peroxidacion lipidica (179, 180).
2.7.4.- 8-Hidroxi-2-desoxiguanosina.

El radical hidroxilo, debido a su gran reactividad, puede atacar
a todos los componentes del ADN dando lugar a multiples productos
terminales (28, 119). Los mas estudiados son las modificaciones de las
bases nitrogenadas. Asi por ejemplo, se ha observado que Ila
exposicion de las células a un dafio oxidativo produce un aumento en
el contenido de 8-hidroxiguanina en el ADN (181). Es mas, se ha
utilizado la excrecion urinaria de 8-hidroxi-2-desoxiguanosina como
un indice del dafio oxidativo al ADN in vivo (182).

2.7.5.- Determinacion de grupos carbonilos en proteinas.

Una de las consecuencias del ataque de los radicales libres
derivados del oxigeno a las proteinas es la introduccion de grupos
carbonilos en las cadenas laterales de los aminoacidos (94). Levine y
cols. (1990) han revisado varios métodos para la cuantificacion de
estos grupos carbonilos. El método mas utilizado es el que se basa en
la reactividad de la 2,4- dinitrofenilhidrazina con los grupos
carbonilos para formar 2,4- dinitrofenilhidrazona y posterior
cuantificacion espectrométrica. Se ha observado que en situaciones
donde se produce una lesion oxidativa, se incrementa el contenido en
grupos carbonilos de las proteinas. Asi por ejemplo, la exposicion de
ratas a una atmosfera de un 100% de oxigeno durante 48 horas triplica

el contenido de grupos carbonilos de las proteinas hepaticas.
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2.7.6.- Peroxido de hidrogeno en aire espirado.

La determinacion directa del peroxido de hidrégeno en el
condensado del aire espirado es un marcador de la existencia de un
dafio oxidativo a nivel pulmonar. Asi, por ejemplo, se ha observado
que en adultos con distrés respiratorio hay un aumento significativo
del perdxido de hidrégeno en el aire espirado respecto a controles
(183).

2.8.- PATOLOGIAS RELACIONADAS CON LOS RADICALES
LIBRES.

Conforme se ha ido profundizando en el conocimiento de los
radicales libres, se ha descubierto que muchas patologias en el ser
humano estdn mediadas por dafios producidos por los mismos. Entre
¢éstas debemos destacar el enfisema (4, 184), el cancer (185), la artritis
(186), la arteriosclerosis (187), la cirrosis (188), la catarata (189) el
distrés respiratorio en el adulto (26), las complicaciones patologicas
del diabético (190), enfermedades neurodegenerativas (191),
SIDA(192) y en el envejecimiento (193, 194).
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3.- ESTRES OXIDATIVO Y DIABETES MELLITUS.

3.1.- GENERALIDADES

En los ultimos 20 afios se ha empezado estudiar el posible
papel de los radicales libres en la fisiopatologia de la diabetes. Asi
pues, Oberley en 1988 (195) ya correlaciona el estrés oxidativo con la
diabetes. La mayoria de los autores postulan el papel del estrés
oxidativo en el desarrollo de las complicaciones diabéticas debido al
dafio tisular que producen los radicales libres (196). Asi, por ejemplo,
se sabe que el estrés oxidativo estd implicado en el desarrollo de la
neuropatia diabética (197), en la nefropatia diabética, y en las

complicaciones cardiovasculares (198).

Existen varias vias para explicar la patogénesis de las
complicaciones de la diabetes. Estas vias incluyen la glicaciéon no
enzimatica y autoxidativa, alteraciones de la via del sorbitol,
alteraciones de los sistemas antioxidantes, dafio tisular producido por
procesos de isquemia reperfusion, procesos inflamatorios y
alteraciones del metabolismo. Baynes y colaboradores en 1991 (196)
postula que el estrés oxidativo es el nexo de union de todas las vias

propuestas en la patogénesis de las complicaciones de la diabetes.

Sin embargo, existen algunos autores que implican a los
radicales libres no tan sélo en las complicaciones del diabético, sino
también en la misma etiologia de la diabetes (199). Esto se extrae a
partir del estudio de varios farmacos inductores de diabetes en
animales de experimentacion, como la estreptozotocina y el aloxano,
que destruyen selectivamente los islotes de Langerhans pancreaticos
por un mecanismo oxidante, y su accion puede ser inhibida por la
administracion de antioxidantes (195, 199).
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Existen numerosos datos experimentales que evidencian un
aumento de los parametros de estrés oxidativo en diabéticos. En este
sentido se ha observado una oxidacién del glutation en sangre total
(200), en plasma de diabéticos tipo 2 (201), en eritrocitos de pacientes

diabéticos tipo 1 y en cristalino de ratas diabéticas (202).

También se ha observado una disminucion de vitamina C, y un
aumento de su forma oxidada (dcido deshidroascorbico), en ratas
diabetizadas con estreptozotocina (203). Estos autores atribuyen esta
oxidacion del acido ascorbico a una falta de reciclaje del mismo, ya
que han observado una disminucion en la actividad glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa y, por tanto, una falta de NADPH necesario para la
regeneracion del GSH via glutation reductasa. Debemos tener en
cuenta que el GSH actia como cofactor en la reduccion de la forma
oxidada de la vitamina C (130)

También se ha detectado un aumento de los niveles de TBARS
en suero de pacientes diabéticos, aunque otros estudios sugieren que
los niveles de lipoperoxidos en plasma estan mas relacionados con la
hipertrigliceridemia que con la diabetes (204). En eritrocitos de
pacientes diabéticos se ha observado un aumento de la peroxidacion
lipidica, y este aumento se correlaciona directamente con los niveles
de hemoglobina glicosilada lo cual sugiere que el dano oxidativo
puede estar relacionado con la hiperglucemia per se. En un modelo
experimental de diabetes, como son las ratas diabetizadas con
estreptozotocina, se ha observado un aumento de la peroxidacién

lipidica en eritrocitos (205).

Otros estudios se han centrado en el dafio oxidativo a nivel del
DNA. Asi por ejemplo se han detectado unos niveles elevados de 8-

hidroxi-2-desoxiguanosina en linfocitos humanos, tanto de diabéticos
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tipo 1 como tipo 2 (206). Ademas, Liang y cols. (1997) han
encontrado delecciones en el DNA mitocondrial del musculo de
pacientes con intolerancia a la glucosa respecto a un grupo control de
la misma edad (207). Se ha observado un aumento de los restos de N-
carboximetil lisina en el colageno humano asociado a la diabetes y al
envejecimiento. La N-carboximetil lisina se produce a partir del

complejo fructosa-restos laterales de lisina de las proteinas (ver figura
L.6.).

N /COR:
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R,-HN_ ,CO-R

(CH), N
| | COOH
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| —> G + (CHom,
CH
| ’ TH CH, OH
X i

(fHOH)s COOH
CH, OH

Carboximetil-Lisina
Fructosa-Lisina

Proteina glucosilada

Figura 1.6. Produccion N-carboximetil lisina

Para esta reaccion es necesario oxigeno y en el mecanismo de
la misma esta implicado tanto el radical superoxido como el peroxido
de hidroégeno. Como la formacion de restos de carboximetil lisina en
las proteinas es una modificacion irreversible, sus niveles se han
utilizado como un biomarcador acumulado de estrés oxidativo. Sin
embargo, otros autores (208) que también observaron un incremento
de restos de N-carboximetilisina en el colageno de la piel de los

diabéticos, no detectaron en el mismo variaciones asociadas a la
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diabetes, ni movimientos en los niveles de orto-tirosina (un
biomarcador del ataque del radical hidroxilo sobre las proteinas), ni en
los niveles de sulfoxido de metionina (derivado de la metionina que se
forma bajo condiciones oxidantes). En este mismo estudio si que se
observd un aumento de estos marcadores asociado a la edad de los
sujetos estudiados. Wells-Knecht y sus colaboradores en este trabajo
ponen en tela de juicio la implicacion del estrés oxidativo en la
fisiopatologia de las complicaciones de la diabetes (208).

3.2.- FUENTES DE PRODUCCION DE RADICALES LIBRES
DURANTE LA DIABETES.

3.2.1. Papel de la hiperglucemia.

La glucosa, como otros muchos substratos, es propensa a la
oxidacion, incluso en condiciones fisiologicas. Esta circunstancia por
si sola ya hace pensar en un vinculo entre diabetes y estrés oxidativo,
vinculo que establecen diversos autores, en el hombre y otras especies
(209, 210). La glucosa puede autooxidarse (enolizarse) (209, 211) y
genera radicales libres (196, 210). En la hiperglucemia mantenida (ej.
diabetes mellitus) y en presencia de un metal de transicion (Fe*",
Cu”"), produce un radical anién superoxido (O™") que desencadena la

reaccion genérica.(209).

Oa Oy Memee- O 44— O~
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Figura I.7. Oxidacion de la glucosa y produccion de oxidantes.
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La via general por la que se incrementa el estrés oxidativo
puede contribuir al desarrollo de las complicaciones en la diabetes.
Intermediarios como superdxido, peroxido de hidrogeno y
lipoperoxidos, son precursores de muchas especies reactivas del
oxigeno como el radical hidroxilo.

Reaccion ennmqtu_:a Lipidos
Transporte electronico
omda:’as Me™™ Proteinas
Oxigenasas €
ROOH > OH-* | Acnucleicos
Autoxidacién Glucoconjugados
Catalizada por metales H0;
—
’ T
Inhibidores v
scavengers

Figura 1.8. Generacion de ERO en la hiperglucemia

El exceso de glucosa iniciaria la glicosilacion no enzimatica de
las proteinas (212), fundamental en muchas complicaciones
diabéticas, como son la micro y macrovasculopatias, debidas a la
produccion de Advanced Glycation Endproducts (AGE) (213, 214).
Evidencias experimentales revelan la asociacion entre estrés oxidativo
e hiperglucemia, mostrando la presencia en el plasma de sujetos
diabéticos el incremento de sustancias d4cido-tiobarbitiricas e
hidroperéxidos lipidicos (213, 214), dos marcadores clasicos de la

peroxidacion lipidica.

El mecanismo molecular de la oxidacion biologica de la
glucosa fue identificado en 1912 como ““Reaccion de Maillard”. Esta

reaccion explica la modificacion covalente no enzimatica de las
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proteinas que acompafia al estado de hiperglucemia. Se produce la
combinacion del grupo aldehido de la glucosa con los grupos amino
de las proteinas para formar la base de Schiff seguida del
reordenamiento de Amadori para formar fructosa-lisina. Esta
glicosilacion reversible de los grupos amino, o glicacion, sirve de base
para la formacion de la hemoglobina glicosilada (HbA1c), reconocido
marcador del control de la glucemia en la diabetes mellitus. El estadio
final de la reaccion de Maillard conlleva una oxidacion irreversible o
glicoxidacion de la fructosa-lisina para producir los principales
productos AGE (215). La formacién de estos productos se
correlaciona directamente con las complicaciones renales y vasculares
de la diabetes mellitus. Modificaciones en la vida media de las
proteinas extracelulares (colageno, elastina, mielina...) y cambios
estructurales en los tejidos ricos en estas proteinas (pared vascular,
membranas basales, lente ocular...) estan asociados al desarrollo de
complicaciones en la diabetes, como cataratas, microangiopatia,

aterosclerosis y nefropatia.

La hiperglucemia mantenida causa diversas complicaciones
bien conocidas en las que estan involucradas la activacion de la via de
los polioles (216) especialmente importante en la apariciéon de la

neuropatia (217).

Dicha activacion produce incremento del cociente
NADH/NAD (pseudohipoxia hiperglucémica) y disminucién del
cociente NADPH/NADP, lo que produce estimulo de la via de la
ciclooxigenasa (activacion de la sintesis de prostaglandinas) y
depresion del ciclo redox del glutation, respectivamente (218). La
afectacion anadida de proteinas estructurales y enzimas, como la
SOD-Cu,Zn dependiente, que disminuye su actividad (190), producen

la disminucién de la capacidad antioxidante encontrada en los
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diabéticos. Por otro lado, el dafio a nivel del ADN, detectable por
incrementos en los niveles de 8-oxo 2’-desoxiguanidina (8o0xodG)

urinario (219), parece acompanar a la aparicion de complicaciones

diabéticas.
HIPERGLUCEMIA
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Figura 1.9.: Posible relacion entre estrés oxidativo inducido por hiperglucemia y complicaciones diabéticas.

El circulo vicioso que establece hiperglucemia, estre oxidativo

y grado de glicosilacidon no enzimadtica parece estar fundamentalmente
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mantenido por el estado de estrés oxidativo existente. De ahi que en la
ultima década haya cobrado importancia la terapéutica antioxidante
como preventiva o coadyuvante en el tratamiento de los procesos que
conducen a incrementar dicho estrés. La administracion de
antioxidantes en la diabetes mellitus se haya justificada por la
demostrada caida de la reserva antioxidante y la menor eficacia de los

sistemas antioxidantes celulares y plasmaticos.

Entre los inhibidores de este estrés oxidativo se incluyen
enzimas como superoxido dismutasa, catalasa y peroxidasas, que
limitan la acumulacién de precursores. Proteinas como transferrina,
ceruloplasmina y albumina también funcionan como inhibidores por
limitar la concentracion de iones metalicos de transicion, los cuales
son catalizadores de las reacciones de oxidacion. Los barredores de
radicales limitan el dafio del radical hidroxilo por atrapamiento de
radicales reactivos en zonas hidrofilicas y lipofilicas de las
membranas. Barredores solubles en agua incluyen el acido ascorbico,
glutation y acido turico; barredores liposolubles incluyen la vitamina E
y ubiquinol. Se han ensayado otras sustancias con efecto antioxidante
(220), destacando la melatonina, el &cido lipoico, vitamina A,
vitamina C, butil-hidroxitolueno, polifenoles dietéticos, farmacos

como el captopril, alopurinol, manitol, desferroxiamina, etc

3.2.2. Papel de la xantina oxidasa.

El papel de la xantina oxidasa en la disfuncion vascular que se
produce en la arteriosclerosis fue estudiada por White y cols. (80).
Utilizando anillos aorticos de conejos diabéticos nuestro grupo de
investigacion demostré que la produccion de superdxido también
aumenta en las arterias de estos animales (221). La xantina oxidasa se

une a las células del endotelio vascular por glicosaminglicanos (85).
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El tratamiento con heparina provoca la liberacion de la enzima de la
pared de los vasos y disminuye, de esta forma, la produccion de
superoxido en las arterias de los animales diabéticos (221). El hecho
de que la produccion de esta especie reactiva esté incrementada en la
pared de los vasos de los animales diabéticos puede ser relevante a la
hora de explicar algunas de las complicaciones vasculares de la
diabetes. Incrementos de actividad de xantina oxidasa se han

observado en el plasma en pacientes con diabetes de tipo 2. (222)

La enzima xantina Oxidoreductasa (XOR) es una enzima
descrita originalmente como una aldehido oxidasa en 1902. Esta
ampliamente distribuida entre seres vivos de distinta complejidad,
habiéndose demostrado su existencia desde organismos tan sencillos
como las bacterias hasta los mamiferos mas evolucionados como el

hombre.

La familia de las xantina oxidasa estda formada por o2
homodimeros de tipo molibdeno-flavonoproteico. Cada mondmero

esta organizado en distintos dominios.

El prototipo de la familia molibdenopterinas y de la familia

xantina oxidasa es la xantina oxidoreductasa (XOR).

La estructura tridimensional de la XOR se parece a una
“mariposa” (Figura 1.10. A y B). Un dimero esta formado por dos
monomeros de 150 kDa. Cada mondmero contiene en concreto 3

dominios:

* El dominio N-terminal representado por el grupo [Fe2S2](Sy
Cys)4, de 20 kD, situado entre los amino acidos (aa)l-165, esta
formado por dos centros Fe2S21 y Fe2S2II. .
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* El intermedio representado por el flavin adenin dinucledtido
(FAD),de 40 kD. Situado entre aa.226-531

* El dominio C-terminal es el centro molibdeno cofactor (Mo-
Co), de 85 kD. Situado entre aa.590-1332 (Hill).

FeiS 11~
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Figura .10A Estructura tridimensional de la XOR. Los colores representan los dominios: en marron Fe2S2, en verde FAD y en
azul el Mo

Figura 1.10B Orientacion relativa de los dominios. El coédigo de colores para los atomos es: C-blanco, N- azul, O-rojo, S-amarillo,
Fe-verde, Pmorado,Mo-marrén(Enroth C., Proc. Natl.Acad.Sci.USA 97, 10723 10728, 2000).

La actividad de la XOR ha sido detectada desde bacterias hasta
mamiferos (76). La mayoria de los datos obtenidos sobre la
distribucion de la enzima XOR en distintos tejidos y células, se han
hecho en animales como ratas (223) y ratones (224).

La actividad enzimatica varia en funcion del tejido
(225).Cantidades importantes de la enzima se encuentran en el higado
(76) y en la porcion proximal del intestino delgado, el duodeno y el
yeyuno (224). La misma distribucion estd demostrada en el intestino
humano (226), pero menos en comparacion con otros mamiferos.

Se ha detectado XOR en el cerebro y el corazén humano (227)
implicandose su actividad en el dano celular durante el proceso de
isquemia y reperfusion cardiaco y en algunas enfermedades

neuronales (228)
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En humanos la XOR ha sido detectada también en hepatocitos,
células de Kupffer, en rifion y en las células epiteliales de la glandula
mamaria (226) y del ducto biliar (229)

La enzima se localiza también en lineas celulares de
macréfagos y mastocitos (227).

La XOR estd presente en el endotelio capilar de distintos
organos y tejidos, como yeyuno (230), musculo esquelético (227),
rinon (230) y glandula mamaria (231). Se ha demostrado que la XOR
se adhiere al endotelio capilar inerte y parece que interacciona con
proteoglicanos ricos en condroitin sulfato (232, 233). Una vez unida a
la membrana celular de células endoteliales, la XOR se incorpora al
interior celular por endocitosis. La union de la XOR es inespecifica y
reversible, la cinética del proceso es comparable con la de otras
moléculas que se unen especificamente al endotelio (234). La unién
de la enzima a la superficie celular estd respaldada por la
demostracion tanto de la enzima como de las consecuencias de su
actividad en tejidos que originalmente presentan poca actividad XOR,
de forma que tras aumentar la liberacion de esta enzima en otros
organos, aquellos presentan un incremento de dafio producido por la
XOR transportada a través de la sangre (79, 235) y ademas estos
organos son protegidos por inhibidores de la XOR (236, 237). Asi
pues, la XOR liberada desde 6rganos isquémicos es capaz de producir
efectos en organos a distancia, como el pulmon (238).

En plasma la XOR circula como XO debido a la conversion de
XDH a XO por la accion de proteasas plasmaticas. Los niveles
plasmaticos de XO en condiciones normales (por HPLC), en los seres
humanos, son de 0-0,5mU/l. La fluorescencia establece unos niveles
de 0,21 +/- 0,1mU/l (239). Los niveles aumentan en condiciones
patologicas, relacionadas en especial con la patologia de los 6rganos

que mas XO tiene, como es el higado o el intestino. Los niveles
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circulantes de XO aumenta 1000 veces en la fase aguda de la hepatitis
virica aumenta menos en hepatitis cronica y cirrosis.

Los niveles plasmaticos aumentan también en otras
enfermedades como artritis reumatoide, esclerodermia, aterosclerosis
etc (240).

La actividad de la enzima aumenta tras la isquemia-reperfusion
de la region esplacnica o tras shock hipovolémico, pero si ademas se
administra una perfusion intravenosa de heparina, ain aumenta mas
(84). El desplazamiento de la union de la XO ante la presencia de
heparina, se atribuye a la capacidad de ésta para unirse a sitios
cationicos de la XO, compitiendo asi la heparina con el condroitin
sulfato y otros glicosaminglicanos. Por otra parte, la uniéon de la XO a
la superficie celular influye en las propiedades cataliticas, en la
capacidad de producir agentes oxidantes y en la estabilidad de la
propia XOR (241). Un proceso similar sufre la enzima cuando es
liberada al plasma, cambiando sus propiedades. La XOR antes de ser
liberada por las células, contiene cierta actividad XDH, y al liberarse
al plasma se convierte inmediatamente en XO (171). Por lo tanto,
tanto la liberacion de la enzima a la circulacién como la siguiente
union a las células promueven la produccion de ERO.

Ademas de circular por el plasma de forma libre, la enzima
circula también formando inmunocomplejos. De hecho, la actividad
XO en plasma humano es escasamente detectable en condiciones
normales (236, 242).

La actividad catalitica de la enzima esta dada por su estructura.
La via mas conocida es la de la degradacion purinica, descrita por

Parks y Granger en 1986 (76). La XOR convierte la hipoxantina en
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xantina y la xantina en acido urico, el producto final en el catabolismo
purinico en humanos.

El mecanismo de la transferencia electronica del XDH a
NAD+ no se conoce completamente, parece que la XDH tiene que
estar reducido por 4 electrones, encontrandose en la forma XOR 4°
(243)

El radical superoxido producido, tanto por la XO como la
XDH, puede reaccionar con el agua y formar H,O,, o bien con el
oxido nitrico (NO), producido por la misma enzima y formar el
peroxinitrito, como se muestra en el siguiente esquema os acercais
(Figura I.11.).

Hanthine Wik

Urace ) ¥
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NAD _ 0
H.i,

MADH o,
Figura 1.11. La XOR cataliza la produccién de NO y peroxinitrito (Harrison RFRBM Vol33,n06,2002)

La XOR es una fuente importante de ERN. Genera NO en
especial en condiciones de hipoxia, cuando la NOS no genera NO
(244).

La isquemia-reperfusion se considera otro factor en la

regulacion de la enzima, habiéndose demostrado que ésta provoca un
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aumento de la actividad de la XOR (245, 246), asi como un aumento
en los niveles mARN (245, 246) y de la expresion de la proteina in
Vivo (247) e in vitro (246). Durante ¢l proceso de isquemia los niveles
celulares de ATP disminuyen, tanto por el descenso en su produccioén
como por su rapida defosforilacién a ADP. Este es degradado via
adenosina e inosina a hipoxantina. Debido a la deplecién del ATP se
produce una desregulacion de los canales ATP-dependientes y un
aumento del Ca'? intracelular. Como consecuencia de este incremento,
se produce la activacion de proteasas dependientes de Ca™
responsables de la conversion de la XDH en XO (74). Durante la
repercusion y debido a la acumulacion del sustrato y de la xantina
oxidasa en los tejidos isquémicos, se inicia una cascada de reacciones
cuyo resultado es un gran aumento en la formacion de radicales libres
El alopurinol es un analogo estructural de la hipoxantina,
conocido desde hace 30 afios como inhibidor de la XDH, siendo hoy
en dia utilizado en el tratamiento de la hiperuricemia (248). Su
administracion previene el dafio tisular postisquémico, inhibiendo la
actividad de la XOR. El alopurinol se fija del dominio Mo-Co de la

enzima e inhibe la reaccion de la misma con el sustrato (71, 249).

4.2.3. Papel de la éxido nitrico sintasa (NOS)

A mediados de la década de los ochenta el 6xido nitrico fue
identificado como el factor relajante derivado del endotelio (EDRF)
implicando su importancia en el sistema cardiovascular y en casi todos
los demas sistemas biologicos, motivo por el cual fue escogida como
la molécula del afio en 1992 por la revista Science y merecid el que se
le otorgara el premio Nobel en medicina y fisiologia en 1998 a los
investigadores pioneros de tan importante descubrimiento: Ferid

Murad, Robert Furchgott y Louis Ignarro.
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Como hemos comentado en apartados previos de la
introduccion, el NO es considerado un gas de facil difusion con
caracteristicas de radical libre (electron no apareado), producido en
forma endoégena por una gran variedad de células. Es sintetizado a
partir del aminoacido L-arginina a través de una compleja reaccion
catalizada por el enzima o¢xido nitrico sintetasa. El oxido nitrico
participa en una variedad de importantes funciones bioldgicas
incluyendo neurotransmision, vasodilatacién, immunotoxicidad y
transduccion de sefiales. Numerosos estudios de diferentes
laboratorios han implicado al NO en la modulacion de una variedad de
alteraciones inflamatorias agudas y cronicas, pero también existen
evidencias sobre su capacidad de actuar como agente inflamatorio al
regular la expresion de moléculas como ICAM-1 o VCAM-1. De
igual modo, el NO tiene un papel importante en el mantenimiento del
tono vascular, pero en condiciones patoldgicas puede inducir un
cuadro de shock hipotensivo y mediar procesos apoptoticos y
necréticos (250). Esta molécula es sumamente reactiva y de alta
capacidad combinatoria, y se encuentra presente en nNumerosos
sistemas y procesos fisiopatoldgicos.

La sintesis de NO en sistemas biologicos esta determinada por
una familia de enzimas que son llamadas 6xido nitrico sintasas (NOS).
Se han identificado tres tipos de NOS (Tabla 1.6) y cada isoforma
puede tener distintas localizaciones celulares. A modo de ejemplo
podemos indicar como la isoforma purificada y clonada en las
neuronas (nNOS) se encuentra también expresada en el musculo
esquelético, en los neutrofilos, en los islotes pancreaticos, en los
endotelios y epitelios del aparato respiratorio, y en las visceras del
tracto gastrointestinal. La isoforma endotelial (eNOS) que fue
purificada y clonada en las células endoteliales también puede

expresarse en ciertas poblaciones neuronales del cerebro y en las
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plaquetas. Por ultimo, en cuanto a la isoforma inducible (iNOS) que
fue purificada por primera vez en los macrofagos, su expresion ha
podido ser observada en células de diversos tipos, tales como las
células musculares lisas y las células endoteliales y recientemente en
un pequefio numero de neuronas situadas en el hipocampo, en el
cerebelo, corteza y otras areas del cerebro de ratas adultas normales,
teniendo ademds esta isoforma caracteristicas diferentes entre las
expresadas por diferentes tejidos de una misma especie.

Las tres isoformas de NOS son hemoflavoproteinas que
utilizan L-arginina como substrato y requieren NADPH, dinucleotido
de flavina-adenina (FAD) y tetrahidrobiopterina (3HB) como co-
factores. La enzima NOS II es inducible e independiente de Ca’’
intracelular, mientras la NOS I y III son Ca®" dependientes y
constitutivas. La NOS inducible se hace presente y multiplica su
actividad en procesos generalmente patologicos, genera un
compartimento de NO que gobierna procesos de muerte celular,

inflamacioén, shock séptico, destruccion pancreatica autoinmune, etc.

TABLA L.6. OXIDO NiTRICO SINTASAS (NOS).

Propiedad NOsSI NOSII NOS III
Nombre bNOS. ¢NOS. nNOS INOS, mNOS eNOS
Tejido preferencial donde | Neuronal, epitelial. Macrofagos, Endotelio

5€ eXpresa

Musculatura lisa. . etc.

Expresion Constitutiva Inducible Constitutiva/variable
Requerimientos de Ca™ Si No Si
Cromosoma 12 17 7

Tamafo 150-160 kDa 125-135 kDa 133 kDa
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Como hemos comentado en este apartado, en la diabetes, se ha
encontrado una relacion directa entre el mal control metabodlico y la
presencia de hiperglucemia con respecto al incremento de estrés
oxidativo del organismo, con elevados niveles de especies reactivas de
oxigeno (ERO) en todos los sistemas estudiados. Asimismo, se
encuentra ampliamente descrito un incremento en los niveles de NO
en tejidos reproductivos diabéticos, el cual, asociado a la presencia de
ERO, provoca una alta concentracion de peroxidos de nitrégeno, de
efecto igualmente deletéreo (250, 251).

La eNOS es importante en la regulacion vascular, manteniendo
una vasodilatacion adecuada y protegiendo la intima de los agregados
plaquetarios y de la adhesion leucocitaria, ademds de inhibir la
proliferacion del musculo liso de la pared. La isoforma nNOS del
sistema nervioso central y periférico puede también contribuir a
regular la presion sanguinea. En las enfermedades asociadas a
hipercolesterolemia, diabetes e hipertension, que estan caracterizadas
por una disfuncion endotelial, se ve reducida la capacidad de
vasodilatacion mediada por el endotelio. Por ultimo, el
funcionamiento de los vasos y la dinamica circulatoria se ven también
alterados por un cambio en la relacion entre especies vasodilatadoras y
vasoconstrictoras, entre compuestos antiagregantes plaquetarios y
aquellos trombogénicos: existen altos niveles de prostanoides, con un
incremento en la relacion entre tromboxano A2 y prostaciclina (252,
253).

El NO puede activar a la enzima ciclooxigenasa (COX) en una
via alternativa independiente de GMPc. Esta via implica un
incremento en la sintesis de prostanoides, comprobado en numerosos
tejidos y sistemas. La generacion de prostaglandinas induce y media la
formacion de ERO en diferentes tejidos. Se ha demostrado que los

prostanoides, el 6xido nitrico y las especies reactivas de oxigeno se
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regulan positivamente entre si, lo cual perpetia el dafio pancreético en
la diabetes experimental por estreptozotocina y origina la destruccioén
de las células B en los islotes (254-256).

La liberacion de 6xido nitrico por la célula B pancreatitca esta
regulada también por la presencia de IL-1B. Esta interleukina pro-
inflamatoria estimula la expresion de la enzima 6xido nitrico sintasa
inducible (iNOS) en la célula, lo cual induce aumento de la
concentracion de NO, inhibiendo la secrecion de insulina en respuesta
a la glucosa (257). Las citocinas pueden llegar a tener efectos
sinérgicos; los bajos niveles de IL-1p son incapaces de inducir la
produccion de iNOS, pero cuando la misma dosis se combina con
IFN-y se induce la expresion de iNOS en una magnitud similar a la
inducida por dosis altas IL-1p (258). Estos mecanismos regulatorios
de la expresion de iNOS tienen mucha relevancia en la diabetes, ya
que la aumentada producciéon de 6xido nitrico en esta patologia causa
una alteracion de los mecanismos de regulacion del tono vascular y de
secrecion de insulina (259) (260).

4.2.4. Papel de la ciclooxigensa (COX).

La formacién de las prostaglandinas comienza cuando el acido
araquidonico es liberado de los fosfolipidos de las membranas
celulares por la accion de la fosfolipasa A2. La (COX) inicia el primer
paso en la biotransformacion del 4cido araquidénico en
prostaglandinas (261). La COX, responsable de la sintesis de
prostaglandinas a partir de un endoperdxido precursor, presenta dos
isoformas:

a. COXI, regula la sintesis de prostaglandinas constitutivas,

como la prostaciclina, cuya presencia se encuentra vinculada
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con el tono vascular, la hemodindmica y la integridad de la
mucosa gastrica.

b. COX2, inducida por numerosos agentes pro-inflamatorios y
vasoactivos, controla la rdpida y elevada sintesis de
prostanoides en procesos activos como inflamacion,
destruccion celular, parto, apoptosis y necrosis pancredtica en
la diabetes autoinmune, etcétera.

La COX-1, se expresa constitutivamente en una serie de érganos y
tejidos, ejerciendo diversos efectos homeostaticos o de mantenimiento
del tracto gastrointestinal y del rifidén. Primero, estas sustancias
protegen la mucosa gastrointestinal y limitan la secrecién de acido
gastrico. Segundo, regulan la hemodinamica renal y el equilibrio de
agua y electrolitos. Tercero, estimulan la agregacion plaquetaria y por
tanto, mantienen la hemostasis normal.

Por otro lado, la COX-2 es considerada una enzima inducible, que

responde a estimulos inflamatorios (262).

4.2.6. Otras fuentes de radicales libres en la diabetes

Varias han sido las fuentes de radicales libres propuestas en la
diabetes, incluyendo la induccion de las NAD(P)H oxidasa y las 6xido
nitrico sintasas.

En esta linea el grupo de Cosentino demostraron que los
niveles elevados de glucosa aumentan la expresion de la 6xido nitrico
sintasa en las células del endotelio de la aorta (263). En una serie muy
interesante de articulos el grupo de Jain demostrd que el aumento de
cuerpos cetonicos esta asociado a la produccion de radicales libres en
la diabetes, y que el acetoacetato en presencia de Fe*" puede generar

radical superoxido in vitro (264).
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4. FACTOR NUCLEAR KAPPA B (NF-kB)
4.1.- GENERALIDADES

El Factor Nuclear kB (NF-«kB) es uno de los factores celulares
transcripcionales vitales, denominados factores transcripcionales
primarios. Siendo una pieza clave en sistemas de respuesta rapida a
sefiales extracelulares desde el exterior hacia el nucleo celular,
controla y regula la expresion de distintos genes.

NF-xB tiene una evidente importancia en la respuesta
inflamatoria e inmune, en el proceso de proliferacion y muerte celular,
en la replicacion viral, en la produccion de oxido nitrico y en la
interaccion entre células.

Ejemplos de enfermedades inmunes e inflamatorias en las
cuales el factor NF-xB esta implicado son: el rechazo de las tejidos en
el transplante de 6rganos solidos, en la artritis reumatoide, en el asma
bronquial (estimulos precipitantes al ataque asmatico son al mismo
tiempo inductores del factor NF-«B: ozono, o6xido nitrico, las
infecciones respiratorias virales, distintos tipos de alergenos).

Muchas enfermedades cronicas estan asociadas a la activacion
aberrante del NF-xB como: aterosclerosis, disfunciones vasculares,
esclerosis maultiple, enfermedades neurodegenerativas, enfermedades
inflamatorias Osea, gastritis asociada al Helicobacter pilori, el
sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, enfermedad de
Alzheimer, shock séptico etc.

La activacion o la sobreexpresion del factor NF-«xB fue
asociada con tumorogénesis y metastasis, de ahi el papel de este factor
de transcripcion en la regulacion de la progresion del ciclo celular.
Baldwin (265) demuestra que NF-xB es muy importante en el

desarrollo normal del ciclo celular e interviene en la regulacion de la
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ciclina DI. Algunos tumores expresan de forma constitutiva la
activacion de NF-xB: los linfomas con células B y T; leucemia aguda
linfobléstica; el cancer de mama, higado, tiroides, prostata, colon,
ovario, pulmén; mieloma multiple o el melanoma. Por tanto un
numero considerables de esquemas terapéuticos anticancerosos tienen
como clave la modulacién de la actividad de NF-«xB.

Otros datos demuestran a NF-kB como factor clave en el
proceso de isquemia-reperfusion miocardico y en diabetes insulin-
dependiente. NF-kB fue descrito por primera vez por Sen y Baltimore
en 1986 (266), como un factor especifico presente en linfocitos B,
ligado al oligonucleotido decamérico GGGACTTTCC de la cadena
ligera de la inmunoglobulina (Ig) kappa (k), que activa la trascripcioén
de los genes Ig k en células maduras B.

Se comprobd con el tiempo que en realidad es un factor
transcripcional ubicuo, con un mecanismo de activacion basicamente
unico (si se considera al propio factor y a su represor), pero que sin
embargo responde a una gran cantidad de sefales, y activa también a

una importante cantidad de genes. (266)

4.2.- COMPONENTES DE NF-«xB

NF-xB forma parte de la familia de proteinas NF-xB/Rel que
se fijan a las proteinas kB del DNA. Se presenta como forma inactiva
ligado a su inhibidor I kappa B (IkB) dentro del citoplasma o como
forma activa dentro del nucleo.

La forma activa es un homo o/y heterodimero de 8 monomeros
distintos que pertenecen a dos clases.

La primera clase contiene las proteinas: NF-xB1, NF-xB2 y a
las proteinas de Drosophila (Dorsal, Dif and Relish), responsables de
la union con el DNA (267). NF-xB1 (p50/p105) es un homodimero
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del monomero p50, que se obtiene por la proteolisis del precursor
proteico p105, mientras el NF-kB2 (p52/p100) es un homodimero del
monomero p52 obtenido porla proteolisis del precursor p100.

La segunda clase denominada proteinas Rel contiene a: RelA
(sinébnimo del p65). Rel B y c-Rel y son encargados de estimular la
transcripcion. Las proteinas de la segunda clase en comparacion con
las de la primera clase no tienen un precursor proteico, ellas se
transcriben directamente en forma final.

La dimerizacion del NF-kB esta representada en la Figura 1.12.

IkB proteins R
.I-'(B'ﬂE Frecursor/Rel dimer
RelA (p6=)

@D s
a -—— ] N |p50 VE<B) ® RelB

I«B y plo

® C-Rel

@ @ (s e

1I«B-5 p100 Group II proteins

Group I proteins

Precursor Proteins
- I«B-=

’ Bel 3
|

NFxB/Rel/ kB
trimer complex

Figura 1.12. Generacion y dimerizacion del complejo NF-kB/Rel/ IkB en el citoplasma celular
( Baldwin AS Jr-Ann Rev Immunol 1996,14,649

NFxB /Rel dimer

Todas las proteinas NF-kB/Rel contienen conservadas en el
segmento N terminal, un dominio de 300 aminoacidos llamado Rel
Homology Domain (RHD), Rel Homology Region (RHR) o NRD
(NF-kB/Rel/Dorsal). Denominada asi porque esta region también se
observa en el oncogen Rel y en la proteina dorsal de Drosophila

melanogaster. La porcion N-terminal de este dominio es responsable
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de la capacidad de union a ADN y la mitad C-terminal es necesaria
para la interaccion NRD-NRD, es decir, para mantener el
heterodimero. El extremo C terminal de esta regién también estad
implicado en la interaccidon con la proteina inhibidora de NF-kB (IkB)
y presenta ademads la secuencia necesaria para que NF-«xB sea llevado
al nacleo cuando se produzca su activacion, denominada NLS (por
"nuclear location sequence") (268) (Figura I.13.).
kB

NI

[+:9)
ps0  p6s
NFxB
Figura 1.13. Interaccion de NF-kB con su proteina inhibidora IxB

En el dominio C-terminal de la estructura proteica, el NF-xB
presenta una alta variabilidad, responsable de la transactivacion. Las
proteinas p50 y p52 carecen del dominio C-terminal, por tanto ellas
modulan las trascripcion competiendo con otros dimeros NF-kB para
los sitios kB del DNA (37).

NF-kB esta presente en citoplasma, en forma inactiva como
complejo asociado con el inhibidor proteico kappa B (IkB). Hasta
ahora se han descrito en los vertebrados 7 tipos principales de
proteinas IxB: IkB-a, IkB-B, IkB-¢, p100/ IxB-06, p105/ IxB-y, IkB-R y
Bcl-3. El mas importante es sin duda IxB-a por su mayor presencia.

Las distintas moléculas de IkB tiene una especificidad en
unirse e inhibir a varios complejos NFkB/Rel. Por ejemplo: IxkB
gamma, alfa y IkB beta interacciona con los heterodimeros formados
de p50 y p52 con las proteinas RelA o c-Rel, con homo y dimeros de
las proteinas RelA y c-Rel.
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Todas las proteinas de la familia IxB contienen de 5 a 7 copias
estructurales de un motivo estructural de 33 aminoacidos denominado
ankirina, el cual es muy importante en la interaccion proteina-
proteina. La repeticion de ésta estructura es responsable del contacto
con las proteinas NF«B y tapan la secuencia de localizacion nuclear
(nuclear localization sequence —NLS) situada en la region Cterminal
del dominio RHD (Rel gomology domain) de las proteinas NFxB.

Como consecuencia NFkB estd forzado a quedarse en el
citoplasma sin posibilidad de translocarse dentro del nucleo.

Cerca del término N y C, las proteinas IxB contienen una
region denominada PEST, dominio rico en residuos de Serina, Prolina,
Glutamato, Aspartato, Serina y Treonina. El dominio PEST es el sitio
de fosforilacion y esta implicado en regular la estabilidad de IxB e
inhibir la unién del complejo NFkB/Rel con el DNA (probamente por
una via directa interaccionando con el dominio de fijacion kB del
DNA)(269). Se ha demostrado que mutaciones en los dominios NLS
de NF-«B impiden la unién de éste con IkB, lo que sugiere la
existencia de una interaccion fisica en esta misma zona de NF-kB.

Estudios de inmunofluorescencia demuestran la presencia de
IkBa tanto en citoplasma como en nucleo, en células HeLLa y SCID.

La Figura I.14. indica las principales clases de NF-xB e

inhibidores.

REL homclogy region
pE5 -1
c-REL [—— 619

RELE L pr— OC7

NF-xB/REL protens

3 GRAR
pI00/pS2 11— o oooo—o——228
p105/p50 ﬁv—ﬂ%ﬂ—’*@—(xx,mﬁfvim
317
=5 oooooo— heBlce @
381 " ]
SBooo—ooo— wBp: 5
—  cococococoo—% Y |g
=
P 500
— S5 ococoooo IxBe
— cooocoo—8 BCL3

Ankyrn repeats

Figura I.14. Clases de genes regulados por NF-kB (Nat.Rev.Cancer 2:301-310, 2002)
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4.3.- ACTIVACION DEL NF-KB

En condiciones normales NF-kB se encuentra como forma
inactiva junto a su inhibidor, en el citoplasma. El heterodimero mas
descrito es el p5S0/p65 en complejo con IkBa.

Vias de activacion del NF-«xB:

1. Regulacion IkB por via IKK (IxkB kinasas)

2. Regulacién IkB-a por via tirosin fosforilacion (PI13K)

3. Regulacion del potencial transactivador del NF-kB via la
fosforilacion de la subunidad de union al DNA (PKA)

4. Regulacion del NF-kB por el TNFa

5. Regulacion del NF-«B utilizando un coactivador
transcripcional

6. Regulacion del NF-xB via MAPKinasas

7. Regulacion redox del NF-kB por el oxido nitrico (NO)

8. Otras vias:

e la proteolisis del precursor proteico p105

e la fosforilacion por la casein kinasa IT (CK-II)

e la fosforilacion por la DNA-PK( DNA dependent
protein kinase)

e la fosforilacion por RSK

4.3.1.- Agentes inductores NF-xB

La activacion del NF-xB se realiza bajo la actuacién de
distintos factores inductores tales como: ERO, citocinas, estrés,
estimulos quimicos de tipo: forbol ester, agentes quimioterapetticos,
agentes oxidantes y inhibidores de Ser y Thy Fosfatasa, etc. (Figura
[.15).
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ROIl inducers
[hydrogan paroxide}

Cytokines Carcinogens
(TNF family, IL-1,
IL-17, IL-18) '
Infection ‘ _ Tumor Promoters
{bacteriallviral; (PMA)

e.g HIV)

. Stress

(pH, hypoxia,
heavy metals)

Apoptosis Inducers
(Chemotherapeutic
agents & cytokines)

1

Endotoxin
(LPS)

Figura 1.15. Agentes inductores NF-xB

NF-kB estd descrito como un mediador central en la respuesta
inmune y en ciertas respuestas a estrés en humanos. Esta
denominacion se empieza a entender si miramos el numero de agentes
inductores y el de genes diana (Tabla 1.7.), de este factor
transcripcional: hasta el momento se han descrito aproximadamente
150 agentes inductores de NF-kB entre moléculas y ciertos agentes
fisicos. Por otra parte, se conoce mas de 800 genes regulados por
NF-«xB (Tabla I.8.).
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TABLA L.7. SELECCION DE AGENTES INDUCTORES DE LA
ACTIVACION DE NF-«kB

BACTERIAS

Helicobacter  pilory
Lactobacilli
Micobacteria

Tuberculosis

PRODUCTOS
BACTERIANOS

Lipopolizacarido
Endotoxina estafiiccocica
Lipoproteinas de
membrana

VIRUS

Hepatitiz B
HIv-1
Influenza Virus
Rhingvirus

Herpex Simplex Virus

ESTRES
FISIOLOGICO

Adhesion
Hemorragia
Hiperoxia
Proteinuria
Reoxigenacian
Regeneracion

hepética

ESTRES FISICO

Ejercicio
Radiacion Ultravioleta
Radiacidn Gamma

ESTRES OXIDATIVO

Ceruleina
Butil Perdxida
0zono
Peroxinitrito

Pervanadato

MEDIATORES
FISIOLOGICOS

Bradiquinina
Leucotrienc B4
PAF

PROTEINAS
MODIFICADAS

LDOL oxidadas
Fragmento de Proteina
amiloide (BA4)
Componente No-beta
amiloids de la

enfermedad de Alzheimer

SOBREEXPRESIGON
DE PROTEINAS

eritropoyetina
lg cadena pesada

PRODUCTOS VIRALES

ARM de doble cadena

Adenovirus 5 E14
HIV-1: Mef
HIV-1: Tat
HBV: HBx

CITOQUINAS

INFLAMATORIAS
CDa0  THANK
IL-1 TNFa
L2 TNFR
L2 UF
L5 118
IL-17

AGENTES QUIMICOS

Etanol
Acido linolgico
Micotina

AGENTES AMBIENTALES

Humo de tabaco
Migue
Manganeso
Hierro

Cobalto

DROGAS DEUSO
TERAPEUTICO

Tamoxifeno
Aloperidol
Eleomicina
Azidotimidina

MEDIADORES

FISIOLOGICOS
Adenosine
Albumina
Angictensina Il
L-Glutamato

Heat shock protein 60

Heat shock protein 25

RECEPTORES DE
LIGANDO

Antigens {lgM-Ligand)
CO2-Ligand
CD3-Ligand

MEDIADORES
APOPTOTICOS

Anti-Fasifpo-1
TRAIL

MITOGENOS,
FACTORES DE
CRECIMIENTO Y
HORMONAS
Insulina
Hormona de crecimiento
Suero

Esferoides

4.3.2. Genes regulados por NF-«xB

La mayoria de las proteinas codificadas por NF-xB participan

de una manera u otra en la defensa inmune, crecimiento, apoptosis,

regulacion del metabolismo y sistemas de proteccion contra diferentes

condiciones de estrés (Ver Figura 1.16.)
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MNegative
feedback

Immunity

Anti-apoptosis

Figura I.16. Familia NF-kB e proteinas inhibidoras «B (IxB) Nature review Cancer

La seleccion de los genes regulados por NF-kB estd ordenada

en la siguiente tabla 1.8.

TABLA 1.8. SELECCION DE GENES REGULADOS POR NF-
kB.

GEN

Citoquinas/GQuimiocinas

CINC-1
CHCL 11
Eataxina

Gro a-g

IFN-g

IL-1a
10

IL-1 receptor antagonist

-2

-8

-8

-3
IL-10
=11

IL-12 (p40)

13

*IL-18

THF-a

Virus

Adenovirus (E3 region)
Ayian Leucosis Virus
Bovine Leucama Virus

CMY
EBV (Wp promoter)
HBV {pregenomic

promater)

HiV-1

HEW

JC Wirnus,

HPV typ= 18

=115

SV40

FUNCION

Quimictaxis neutrafilos
Cheme. ligand para CXCR3
Beta Chemo, eosinfil-especific
Melanoma estim actividad
Interferon
Interleu-1a

Interieu-1b
Inhibitor of IL-1 activity
Interleu-2
Interleu-6, inflam citog
Interieu-8
Interleu-0
Interleu-10
Interieu-11
Interleu-12
Interleu-12
Interleu-15

Tumor Necrosis Factor.

Adenovirus
Causa avian leucosis

Causa bovine leucemia

GEN
Inmunorecept
ores
BRL-1
CCRS
CCRY
CD137
CD154
CD40

£D40 ligand
cD4s

cDB2

Fe epsilon

receptor Il
(CD23)

IL-2 receptor
a-chain
Immunog
Cgammat
Immunog
gammad
Immunog E

heavy chain

Ep:

Hepatitis B virus

stein-Bamr virus

Human inmunodeficien virus
Herpes simpl virus
Paolioma virus

Human Papillomavirus
Simian inmunodefic virus

Simian virus 40

n K light chain
Inwariant

Chain |

Factores de

crecimiento

G-CSF

GM-CEF

FUNCION

IB-cell homing
receptor
Chemaokine receptor
Chemokine receptor
TNF-like receptor
©D40 ligand
THF-receptor family
membar
Ligand for CD40
Antigen of stimulated
lymphocytes
T-cell development
molecule
Receptor for

IgE

IL-Z receptor subunit

195 heavy chain

IgG heavy chain

IgE heavy chain

Antibody light ch

GEN
Moléculas de adhesion
DC-5IGN
ELAM-1 {CD&2E, E-
selecting

Endoglin

Fibronectin
ICAM-T

MadCAM-1

P-selectn

Tenascin-C

VCAM-1

Proteinas en fase aguda

Angiotensindgenc
beta-defensin-2
Proteina de union

Proteina de Unidn C4b

Factor 8 Complements

Factor C4Complemento

FUNCION

Dendritic cell surface C-type
lectin

E-selectin, endothelial cell
leukocyte adhesion molecule
Endathelial cell membrane
glycoprotein

Extracellular attachment
Intercellular adhesion
melecule-1

Mucosal addressin cell
adhesion molecule

P

+ adhesion receptor
ECM protein controls cell
attachment and migration, cell
growth

Wascular cell adhesion

molecule

Precursor del a angiotensina

regula presién arterial

Péptica Anti-microbial
Proteina de Union del
Complemento
Factor del Complements
Activa vias extrinsecas de la

via del complemento

C-reactive protein Pentraxin
Lipepolysaccharide Une al receptor LPS (CD14)
Granulocyte Colony binding protein con LPS
Stimulating Factor Pantraxin PTX3 Pentraxina
fag Proteinas A amiloi del Comg tes del suero
suero

EFD
"IGFERP-1

IGFBP-2

M-CSF (CEF-
1
NK-1R
POGF B

cadena

Proenkephalin
“Thrambospen
din-z

VEGF €

Factores de
transcripcion
AZOD

c-myb

c-mye

c-rel
IRF

IxB -a
junsMail

nfkb2
nikb1
MNURR1

FUNCION

Erythropoietin
Insulin-ike growth
factor binding protein-1
Insulin-like growth
factor binding protein-2
Macrofag Colony
Stimud

fing Facior
Meuorkinin-1 Receptor
Platelet-Derived
Growth Factor
Hormane

Matrix glycoprotein t

Vascular Endothelial
Growth Factor

THF-inducible zine
finger
Proto-oncogens
Proto-oncogene
Proto-oncogens
Interferon regulatory
factor

Inhibitor of Rel/ NF-xB
Froto-oncogens

1B -like protein
MF-8 p100 precursor
NF-8 p105 pracursor
Muclear orphan

receptor
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GEN

Factor-1 del tejido

Activador plasmindgenos

tipo Urokinasa

Genes de respuesta a

estrés
Angiotensin 11

C¥P2CNM
CoX-2

Ferritin H cadena

FUNCION

Activa vias extrinsecas del
complemento
Activa fibrinageno

Peptide hormane
Cytochrome p450
Cyclooxygenase,
prostaglandin endoperoxide
synthase
Iron storage protein

*5-Li

12-Lipoxygenase

Inducible NO-Synthase
“MAP4K1

Mn SOD
NAD(P)H quinone
oxidoreductase (DT-
diaphorase)

Phospholipase A2

Receptores de superficie
Celular

A1 adenosine receptor

Amiloride-sensitive sodium
channel
cD23
[=inii=]

A i acid
enzyme, leukotriene synthesis
Arachidonic acid metabolic
enzyme
MO synthesis

Activator of Activator of
stress-induc protein kinase
pathway

Superoxide dismutase

Bioreductive enzyme
Fatty acid metabolism

Pleiotropic physiological
effects

Sodium channel

Celul-surface molecule

Lectin mainly on activated T

GEN

L=

Statba
WT1C

Reguladores
apoptosis

Bfi1iA1
Bolxl
Bel-2

Caspase-11
K12
o-FLIF

CDg5 (Fas)
“Fas-
associated
phosphatase-1
Fas-Ligand
APz
IEX-1L
TRAF-1

TRAF-2

Genes de
respuesta
temprana

FUNCION GEN

Tumor suppressor Enzimas

Transcription factor

Zing finger ADH

transeription factor ARF-related protein-1

Rat homologue of IE* *Ceramide glycosyl

Mon-proteasomal transferase

multi-ubiquitin cadens “gis-retinoid/androgen

binding protein dehydrogenass type 1
“gis-retincid/androgen
dehydrogenase type 2

(CRADZ)

Homélogo de Bol-2 Collagenase 1

Pro-survival *Dihydrodiol

Bol-2

Pro-survival factor "ENOZ

Caspase *GADST

Pro-survival Bol-2 GD3-synthase

homologue Gelatinase B

Fro-survival factor GSTP1-1

Pro-apoptotic recepto *Glucosel-G-phosphate
Protein ydrog
*HCA

Inducer of apoptosis
Inhibitors of Apoptasis
Immediate sarly gene
TNF-receptor
associated factor
TMF-receptor
associated factor

Early response

Hyaluronan synthase

H+-K+ATPase alfaz

Lipesalin-type
prostaglandin D synthass
(L-PGOS)
Lysozyma

Mmp-8, matrix
metalioprotsinaase-a
iNOS
FIM-1
PTGIS,
prostaglandin synthase
Serpin 24

FUNCION

Liver alcohol dehydrogenase
GTPase
Glycosphingolipid

Short cadena dehydrogenase

Shart cadena dehydrogenase

Matrix metalloproteinase
Oxidoreductase,
oxidation of trans-hydodiols
Enolase 2 gamma
Glutamic acid decarboxylase
Sialyliransferase
Matrix metalloproteinase
Glutathione S-ransferase

Hexose monophosphate

Hemeoxygenase
Synthesizes hyaluronic acid

Role in potassium

homeostasis

Prostaglandin D2 synthase in

brain

Hydrolyzes bacterial celular
walls
Secreted gelatinase involved
in metastasis
Inducible nitric oxide synthase
Ser/Thr kinase

Prostaglandin synthase

Serine protease

GEN

*Egrt

p22FRE

*TIEG

alfa-1 acid

glycaprotein
AMH

Apalipopratein

cu

“Biglycan

*Cavealin-1
Cyeiin D1
*Cyelin 3
Factor Vil
Gadd4Sbata
Galectin 3

epsilon-Glabin

*GSa686

HMG14

K3 Keratin

Laminin 82
Cadena

FUNCION

Mitogen-induced early
response gene; zinc
finger

Rat homologue of IEX.
Non-proteasomal
muli-ubiguitin chain
binding protein

TGF-b early response
gene; zinc finger

pratein

Serum profein

Anti-Mulleriahormone
Apoprotein of HOL
Connective tissus

proteaglycan

Lipid raft protein

Celul-cycle regulation

Celul-cycle regulation
Hemestasis

ADN repairfcelul cycle

b-galactosidase-
binding lectin

Globin protein

Homalegy to
microtubule
aggregaling protein
High mobility group 14
Intermadiate filamant
protein

Basement membrane
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5. INFLAMACION

5.1.- GENERALIDADES

En los ultimos afios, la aparicion y uso de la biologia molecular
han ayudado a esclarecer los procesos inmunofisiolégicos que
intervienen en la homeostasis del hombre. Las interleucinas, una
familia de polipéptidos pertenecientes al grupo de mediadores
bioldgicos o citocinas, se han visto beneficiadas con las ventajas de la
tecnologia recombinante la cual ha permitido conocer la estructura,
funciones y mecanismos de regulacion de cada una de ellas.
Originalmente conocidas como factores protéicos mediadores de la
respuesta inmunolégica celular, hoy por sus profundos efectos sobre
otros sistemas fisioldgicos son consideradas las hormonas del sistema
inmune.

Las citocinas o interleucinas son proteinas de bajo peso
molecular esenciales para comunicacion inter-celular, son producidas
por varios tipos celulares, principalmente por el sistema inmune. Estos
mediadores solubles controlan muchas funciones fisiologicas criticas
tales como: diferenciacion y maduracion celular, inflamaciéon y
respuesta inmune local y sistémica, reparacion tisular, hematopoiésis,

apoptosis y muchos otros procesos biologicos (270).

5.1.1.- Biologia de las citocinas

Mas de 100 péptidos genética y estructuralmente diferentes son
reconocidos como citocinas. Son muy potentes y actiian uniéndose a

receptores especificos sobre la superficie celular. Producidas por

diferentes tejidos y tipos celulares.
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Las citocinas tienen vida corta actuando a nivel local en forma
autocrina y paracrina.

Cada citocina es producida por una sub-poblacion celular en
respuesta a diferentes estimulos, induciendo una caracteristica
constelacion de efectos en cascada agonista, sinérgica o antagdnica
alterando funcionalmente la célula blanco. Sus actividades son
redundantes o sobrepuestas, es decir varias citocinas diferentes

comparten o inducen los mismos cambios o acciones biologicas (271).

5.2.- PRINCIPALES CITOCINAS, NOMENCLATURA Y
FUNCION BIOLOGICA.

Las citocinas se pueden agrupar en 4 grupos funcionales de
acuerdo al sitio o fase especifica de la respuesta inmune en la que
actuen, asi:

1. Citocinas pro-inflamatorias, act@ian en la respuesta inmune
innata, inespecifica o inflamacion.

2. Citocinas que favorecen el desarrollo de inmunida celular
y/o citotdxica.

3. Citocinas que favorecen la produccion de las diversas clases
de inmunoglobulinas o Inmunidad Humoral.

4. Citocinas con funciones extra-inmunoldgicas y/o

homeostaticas.

1-Citocinas en Inflamacion

Las principales citocinas que actian en la respuesta
inespécifica o inflamacion son: Interleukina 1 (IL-1), Factor de
Necrosis Tumoral Alfa (TNF-a), Interleucina 6 (IL-6), Interleukina 8
(IL-8 y chemoquinas), Interleukina 12 (IL-12), Interleukina 16 (IL-16)
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e Interferones, todas ellas son pro-inflamatorias. IL-6 e IL-12, ademas,
actuan en la inmunidad especifica, IL-6 es un factor autocrino de
linfocitos B7 mientras que IL-12 estimula la inmunidad celular
citotoxica (271).

2- Citocinas en Inmunidad Celular

Durante la inflamacién los macrofagos y otras células
presentan los antigenos a los linfocitos T ayudadores (Th o CD4+) los
cuales son muy importantes (si no los principales) moduladores
intrinsecos del sistema inmune regulando las dos vias principales de
defensa especifica: Celular vs Humoral, a través de la secrecion de
citocinas.

En este instante es relevante mencionar que el pérfil o “set” de
citocinas secretadas por los linfocitos Th polariza la respuesta inmune
hacia una predominantemente citotoxica o celular o hacia el otro
extremo predominantemente humoral, esas respuestas son antagonicas
o excluyentes entre si, creando una especie de regulacion cruzada muy
articular; porque las citocinas que favorecen la inmunidad humoral
inhiben las acciones de las citocinas que ayudan a la inmunidad
celular y viceversa. Los linfocitos Th que inducen respuesta inmune
celular se denominan Thl mientras que aquellos que favorecen las
respuestas humorales son Th2.

Dos son las principales citocinas de Inmunidad Celular o Thl:
Interferon gamma (IFN-y) o tipo 2, llamado también interferén
Inmune porque solo es producido por células inmunologicas
activadas; la otra citocina es Interleukina 2 o Factor de Crecimiento de
Células T (IL-2 o TCGF).

IFN-y es el principal activador de macrofagos y células

citotoxicas T y NK. IFN-y tiene accion en la inmunidad humoral,
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induciendo la produccion de IgG. La IL-2 es el factor autocrino de
crecimiento de las células T, esencial para mantener viables los
cultivos de linfocitos T, también genera células citotoxicas

especialmente NK y macrofagos antitumorales).

3- Citocinas de Inmunidad Humoral

La inmunidad humoral se caracteriza por la secrecion de
anticuerpos por los linfocitos B o células plasmaticas, las cuales son
moduladas por las siguientes citocinas: Interleucina 4 o factor
estimulante de células B (IL-4 o BCSF), Interleucina 5 (IL-5),
Interleukina 6 (IL-6), Interleukina 10 (IL-10) e interleukina 13 (IL-
13). Estas linfoquinas son secretadas por linfocitos del tipo Th2,
linfocitos B, mastocitos, eosinofilos y algunas por macrofagos (IL-6,
IL-13). IL-4 es la mas citocina mejor caracterizada en la regulacion de
la respuesta inmune humoral; en pocas cantidades induce secrecion de
las subclases de Inmunoglobulina G: IgG1, IgG3 e 1gG4; mientras que
en excesiva cantidad induce la produccion de IgE. Esta citocina
antagoniza las acciones biologicas de IFN-y, tales como la activacion
de Mf y el desarrollo de células citotoxicas, asi inhibe las células Thl
(270).

IL-5 es la citocina con rango de accion mas reducido al inducir
la generacion de Inmunoglobulina A (IgA) y Eosinodfilos. IL-6 es la
mejor estudiada de una familia de citocinas hematopoiéticas (los otros
miembros son de muy reciente descubrimiento: Interleukina 11,
Factor inhibitorio de leucemias (LIF), Oncostatin M (OSM), Factor
neurotrofico ciliar (CNTF) y cardiotrofina. IL-6 es una citocina
pleotrofica, en inflamacion es la mas potente inductora de hepatocitos
para la sintesis de reactantes de fase aguda; potencia los efectos de IL-

1 y TNF aunque no posee la toxicidad de estas y en la inmunidad
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humoral tiene efectos similares a IL-11 promoviendo la
diferenciacion, proliferacion de linfocitos B y la sintesis de
inmunoglobulinas. Adicionalmente, IL-6 es el factor autocrinode
crecimiento de células tumorales B malignas y benignas (Mieloma
multiple, Mixoma cardiaco), también esta elevada en Lupus

Eritematoso Sistémico (autoinmunidad) (270) .

4- Citocinas en Homeostasis.

Las citocinas actiian en grupos formando secuencias, o cadenas
interactivas en procesos tisulares no inmunoldgicos como la
remodelacion 6sea y en sitios diversos tales como el desarrollo
embrionario fetal. Las células progenitoras hematoldgicas dependen
esencialmente del micro-ambiente de la médula o6sea finamente
regulado por citocinas secretadas principalmente por (células
estromales) para controlar su diferenciacion y proliferacion hacia
células sanguineas maduras, aunque es dificil clasificarlas por su
sobreposicion funcional, se distinguen tres categorias de citocinas: A-
Aquellas que actian en las células primordiales multipotentes
(multilineales como Interleukina 3 (IL-3) y el factor estimulante de
monocitos y granulocitos (GM-CSF). B- Las que act@ian en lineas
celulares ya definidas o comprometidas hacia diferenciacion
(Restringidas o especificas de lineas definidas tales como
Eritropoietina (EPO), eritrocitos, TPO (megacariocitos) G-CSF
(granulocitos), M-CSF (monocitos), IL-2 (linfocitos), IL-5 (origina
eosinofilos). Las que tienen poco efecto por si s(270)olas pero que
inhiben o hacen sinergia funcional de otras citocinas (“stem cell
factor)-(SCF), IL-6, IL-1) (270).
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II-OBJETIVOS

El objetivo general de la presente tesis consiste en el estudio
del papel de la xantina oxidasa en los efectos de la diabetes
experimental, con especial atencion al proceso inflamatorio asociado a
esta enfermedad.

Obijetivos especificos:

Los objetivos especificos son:

1. Estudiar el papel que desempefia la xantina oxidasa en
el estrés oxidativo asociado a la diabetes experimental

inducida con estreptozotocina.

2. Estudiar el papel que juega el alopurinol en la
prevencion del dafio hepatico asociado a la diabetes
experimental inducida con estreptozotocina.

3. Estudiar el efecto de la administracién de alopurinol
sobre dos de los criterios diagndsticos de la
enfermedad: glucosuria y hemoglobina glicosilada.

4. Estudiar la via de sefializacion de NF-kB en extractos
nucleares de higado de animales diabéticos y el efecto
de la administracion de alopurinol.

5. Estudiar el papel que juega la xantina oxidasa y el

factor de transcripcion NF-xB en el desarrollo de la

inflamacién en la diabetes experimental.
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Estos objetivos son los que fundamentalmente perseguimos en
el desarrollo de la presente tesis, y cuyas observaciones mostramos en
los siguientes apartados de la misma.
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ITI-MATERIALES Y METODOS

1-MATERIALES
1.1- SUSTRATO BIOLOGICO
1.1.1 Ratas.

Para este trabajo se han utilizado ratas Wistar albinas, macho
de 3 meses de edad de un peso entre 200-300 g, mantenidas y
cuidadas en los laboratorios de la Unidad Central de Investigacion de
la Facultad de Medicina de Valencia. Se mantuvieron en un ciclo
luminico de 12 horas de oscuridad y 12 horas de luz. Fueron
alimentados “ad libitum” con pienso estandar manufacturado por
LETICA (Ref.: IPM-R20), Hospitalet (Barcelona). La composicién

del pienso es la siguiente:

» Humedad........oooveviiiiiiiiiiiee e 13 %.
B Proteinas .....cccceeevviiieeeiiiiieeeieee e 17 %.
B Grasa bruta .....ccceeeeeeeeeiieeieeeee e 3 %.
= Fibrabruta ......cccceeviieeiiiieieeeeeeeee e 5 %.
B CONIZAS uvvreeieeeeiieeeteeeeieeesreeesereeenereeeseeens 5 %.

= M. E. L. N. (Materia energética libre de

nitrégeno)....57 %.

La energia metabolizable es de 2.950 Kcal/Kg de pienso. El

acceso al agua fue siempre libre.

145



111- Materiales y Métodos

Las ratas se dividieron en seis grupos experimentales:

A.- Grupo Control 12 dias (corto plazo)

B.- Grupo Diabético mantenido 12 dias (corto plazo)

C.- Grupo Diabético tratado con Alopurinol y mantenido 12 dias
(corto plazo)

D.- Grupo Control 28 dias (largo plazo)

E.- Grupo Diabético mantenido 28 dias (largo plazo)

F.- Grupo Diabético tratado con Alopurinol y mantenido 28 dias

(largo plazo).

1.2 - APARATOS

* Centrifugas
Para las centrifugaciones a baja velocidad se utilizé una centrifuga de
la firma SORVALL, modelo GLC-1.
Las centrifugaciones a alta velocidad se realizaron en una centrifuga
refrigerada marca HERAEUS, modelo Sepatech Biofuge 17RS.

* Espectrofotometro
Se utiliz6 un espectrofotometro de la marca KONTRON modelo
Uvikon 810 termostatizado.

* Autoclave
Marca SELECTA, model Autester-G.

» Agitador magnético
Marca Selecta, modelo Agimatic-S

* pHmetro
El pHmetro empleado es de la marca CRISON, modelo Microph
2001, con un electrodo incorporado INGLOD.

* Fluorimetro
Marca Perkin Elmer, modelo LS 50B.
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* Balanzas
Se utilizaron 2 balanzas: una de precision marca SALTER, modelo
HA-120M y una balanza SARTORIUS, modelo PT 1200.

* Sistema de purificacion de agua
Marca MILLIPORE, modelos Milli-Q y Milli-RO.

* Cubetas de electroforesis
Marca BIORAD, modelo Mini-PROTEAN 3 Cell

* Cubetas de electrotransferencia
Marca BIORAD, modelo Mini Trans-Blot Cell.

* Fuentes de alimentacion para la electroforesis
Marca SIGMA, modelo PS 250-2, y marca BIORAD, modelo 200/2.0
Power Supply.

* Sistema de Analisis de Imagenes.

Marca FUJIFILM, modelo LAS-1000 plus.

* Cromatografo liquido de alta eficacia para la
determinacion de glutation
El cromatografo estd compuesto por los siguientes elementos:

-2 bombas marca WATERS modelo 510.

-Un inyector PHARMACIA LKB, modelo 2157.

-Detector UV WATERS, modelo 441, a longitud de onda
constante de 365 nm.

-Ordenador IBM XT modelo 286 con integrador y que controla
el equipo.

-Columna cromatogratica WATERS modelo Spherisorb
aminada, de dimensiones 20 X 0.46 cm y 5 um de didmetro de
particula.

* Cromatografo liquido de alta eficacia para la
determinacion de MDA.

El cromatégrafo esta compuesto por los siguientes elementos:

- Bomba marca SHIMADZU modelo LC-10 AD.
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- Autoinyector SHIMADZU, modelo SIL-10AD vp.

- Detector UV SHIMADZU, modelo SPD-10 AV.

- Controlador del equipo CBM-10 A.

-Ordenador IBM XT modelo 486 con el programa de
integracion CLASSLC10.

- Columna TEKNOKROMA de fase reversa, modelo
Spherisorb C18 cuyas dimensiones son 15 x 0,46 cm y de un tamafio

de particula de 5 pm.

1.3- REACTIVOS

* Determinacion de proteinas

Se utilizd el “Bradford Reagent” de la firma BIORAD
(Bradford, 1976). Este método depende del cambio en la absorbancia
del Azul Comassie G-250 al unirse a proteinas.

* Revelado de las membranas de Western Blottings.

Para revelar las membranas de nitrocelulosa de los westerns
blottings se emple6 el kit “Protoblot Western Blot AP System” de la
firma Promega. Estd basado en la utilizacion de anticuerpos
secundarios conjugados con peroxidasa

* Enzimas

Xantina oxidasa (SIGMA).

* Otros reactivos

Acido perclorico 60%, acetato sodico, BPDS, NEM, KOH,
CHES, acido iodoacético, purpura de m-cresol, FDNB, GSH, GSSG,
v-Glu-Glu, MDA, H202, fosfato potasico, CDNB, cloruro sddico,
EDTA, EGTA, MOPS, HEPES, tris, glicina, acrilamida,
bisacrilamida, acido acético, sacarosa, acido clorhidrico, SDS, azul de
bromofenol, azul comassie, alopurinol, DMSO, estreptozotocina,
mercaptoetanol, TEMED, BSA, CSPD, APS, DTT, PMSF, aprotinia,

leupeptina, pepstatina, metanol, acido boérico, acido maleico, Tween
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20. Los reactivos se obtuvieron de las firmas: Sigma-Aldrich Quimica
(Espafia), Boehringer Manheim S.A. (Alemania), Panreac, Merck

Biochemica (Alemania).

2.- METODOS.

2.1.- DIABETIZACION DE LAS RATAS.

Para la diabetizacion de los animales hemos seguido el método
descrito por Junod y cols. (272) y modificado por Jain y cols. (273). El
método se basa en la destruccion selectiva de los islotes de
Langerhans mediante tratamiento con estreptozotocina. La membrana
de la célula B-pancreatica se dana por el efecto de la estreptozotocina
produciendo dafios irreversibles en su morfologia y permeabilidad
(274). Esta se administrd via intraperitoneal a una dosis de 55 mg. por
kilogramo de peso. Como vehiculo se utiliz6 un maximo de 800
microlitros de tampoén citrato sodico 0.1 M a pH 4.5.

Al mismo tiempo que se inyectd la estreptozotocina via
intraperitoneal al grupo de animales que se incluyd en el grupo
diabético, se inyectd el mismo volumen de tampdn de disolucién de la
estreptozotocina (tampoén citrato sodico 0.1 M a pH 4.5) al grupo de
ratas control.

A los 5-7 dias de la administracion de estreptozotocina las
ratas presentan una clinica de diabetes, con poliuria, polidipsia y
pérdida de peso. Comprobamos este cuadro con parametros
bioquimicos como la medida de la glucosuria, con tiras reactivas
multiples AMES, de la casa BAYER DIAGNOSTICS. Todos los
animales que presentaron una glucosuria superior a 2000 mg/dl se
incluyeron en el grupo de ratas diabéticas y en el grupo de ratas

tratadas con alopurinol.
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2.2.- ADMINISTRACION DE ALOPURINOL.

El alopurinol se administr6 via intraperitoneal en el grupo
tratado durante 12 dias. Se inyect6 una primera dosis (20mg/ Kg en
Iml de DMSO) 30 horas antes del sacrificio y una segunda, 6 horas
antes del mismo. La administracion de alopurinol en el grupo tratado
durante 28 dias se realizo en el agua de bebida y a una dosis de 32
mg/kg. La inhibicién de la xantina oxidasa plasmatica y hepatica, se

utilizé para comprobar la eficacia de la dosis utilizada.
2.3.- OBTENCION Y PROCESADO DE LAS MUESTRAS.

Las ratas se sacrificaron por exsanguinacion, recogiendo la
sangre directamente de la vena cava. Tras anestesiar a los animales
con pentotal sodico, se practico una laparotomia media, con material
quirurgico, para la recogida de sangre y la extraccion de diversos
Organos: higado, corazon, rifion y aorta. Se procedid al freeze-
clamping, congelando inmediatamente los organos extraidos con
nitrogeno liquido. Para conseguir la congelacion instantanea del
organo completo se han utilizado las tenazas de Wollenberger (275),
cuyas mandibulas de aluminio, de alta conductividad térmica, han sido
previamente enfriadas en el nitrogeno liquido. Con ayuda de las
tenazas, el organo queda plano y delgado como una torta fina,
facilitando asi su répida congelacion. El 6rgano se mantiene en
nitrogeno liquido hasta que se prepara el homogenado del 6rgano en el

medio adecuado en cada caso.
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2.4. METODO PARA DETERMINAR LA CONCENTRACION
DE PROTEINAS: METODO BRADFORD

2.4.1. Fundamento:

La union de las proteinas con el reactivo de Bradford produce
un cambio en el color del reactivo, y por tanto un cambio en su
absorbancia. El reactivo Bradford contiene acido fosférico, metanol y
también azul de comassie que al unirse a los residuos aminoacidicos
de proteinas y en especial de arginina, cambia su maximo de
absorbancia de 465 a 595 nm. (276)

2.4.2.-Reactivos:
Agua Bidestilada
Bradford Reagent (Biorad®)
Homogenado de tejido

BSA (Bovine Seric Albumine): Para realizar la recta patrén

2.4.3.-Procedimiento:

Se realiza una recta patron de BSA, para posteriormente
interpolar nuestras muestras de concentracion desconocida.
Se mezclan 800ul de H,0 con 200ul de Bradford. Se lee la
absorbancia a 595 nm de cada microcubeta para hacer el blanco.
Después se le afiade 2 pul de muestra o patron, segin corresponda en
cada microcubeta y se lee la absorbancia a 595nm. Esta debe haber
aumentado gracias a la union del Bradford con las proteinas que

contiene la muestra y la recta patron.

2.4.4.-Calculos:
Los calculos consisten en realizar una recta patron de
concentracion de proteinas realizada con BSA e interpolar en esa recta

los valores de absorbancia obtenidos de nuestras muestras. El valor
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que se utiliza para hacer la recta y para calcular la concentraciéon de las

muestras es:

AAbs= Abs ADbs .o

muestra~

2.5. EXTRACCION DE PROTEINAS NUCLEARES A PARTIR
DE HIGADO.

2.5.1. Fundamento:
Para llevar a cabo la valoracion de la activacion de NF-xB en
higado mediante la técnica del Western Blotting, es necesaria la

obtencion de extractos de proteina nuclear.

2.5.2. Protocolo:

1.- Se parte de fragmentos de tejido de higado de 100 mg., a
los que se le anaden 35 mL de Tampoéon 1 (10mM Hepes pH 7.5; 10
mM MgCl2; 5mM KCI; 0,1 mM EDTA; 0,1% Triton X-100; 1 mM
DTT; 0,1 mM PMSF; 2 upg/mL Aprotinina; 2 pg/mL Leupeptina
(277).

2.- El tejido se desmenuza minuciosamente y se transfiere a un
Falcon de 50 mL donde se homogeneiza.

3.- Se centrifuga durante 5 minutos a 3.000 g y a 4°C.

4.- El pellet se resuspende en 500-1000 pL. de Tampdn 2
(20mM Hepes pH 7.9; 25% Glicerol; 500mM NaCl; 1,5 mM MgCl2;
0,2 mM EDTA; 0,5 mM DTT; 0,2 mM PMSF; 2 ug/mL Aprotinina; 2
pg/mL Leupeptina)

5- Incubar en hielo la mezcla durante 30 minutos vorteando de
forma intermitente la suspension.

6.- Centrifugar durante 10 minutos a 12.000 g.

7.- Pasar el sobrenadante a una unidad (4mL Ultrafree Filter

Unit. Millipore) y anadir un volumen idéntido de Tampon 3 (20mM
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Hepes pH 7.9; 10% Glicerol; 40mM NaCl; 2 mM MgCI2; 0,5 mM
DTT; 0,2 mM PMSF; 2 ug/mL Aprotinina; 2 pg/mL Leupeptina

8.- Centrifugar durante 60 minutos a 12000g y a 4°C (el
volumen normalmente desciende en un 30%)

9.- Anadir 500-1000 pL de Tampoén 3 y se centrifuga de
nuevo durante 60 minutos a 12000g y a 4°C.

10.- El sobrenadante que contiene extractos proteicos nucleares

es almacenado a —80°C hasta su valoracion y utilizacion.

2.5.3. Cuantificacion

En los extractos nucleares los valores de concentracion de

proteinas fueron obtenidos por el método de Bradford (276).

2.6- EXTRACCION DE PROTEINAS CITOPLASMATICAS A
PARTIR DE HIGADO.

2.6.1. Fundamento

Para llevar a cabo la valoracion de la expresion de p-IKK]p,
p-IkB, IxkB, COX2 e iNOS transfiriendo estas proteinas desde geles a
membranas (Western Blotting), es necesaria la obtencion de extractos

de proteinas citoplasmaticas.

2.6.2. Protocolo

1.- Se parte de fragmentos de higado de entre 100 y 200 mg,
que son en primer lugar lavados en PBS.

2.- Tras el lavado se cortan en pequefios trozos en tampon de
lisis frio (1 mL por cada 100 mg de tejido). El tampdn consta
de: 50 mM NaCl; Tris 10 mM pH 7.5; 5 mM EDTA; Sucrosa 0,25 M;
Pirofosfato Sodico 30 mM; 50 mM NaF; 1mM DTT; ImM PMSF;
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3mM Benzamidina; 10 uM Leupeptina; 10 pg/mL Aprotinina; 5 uM
Pepstatina A).

3.- El higado se tranfiere a un homogeneizador tipo Dounce de
vidrio (Afora S.A., Espafia) introducido en hielo.

4.- La suspension se somete a diez pases de homogeneizacion
con el émbolo.

5- El producto inicial se pasa a tubos de microcentrifuga y se
centrifuga durante 15 minutos a 12000g a 4°C.

6.- El sobrenadante que contiene extractos proteicos
citoplasmaticos es alicuotado y almacenado a —80°C hasta su

valoracion y utilizacion.

2.6.3. Cuantificacion.

En los extractos citoplasmaticos los valores de concentracion

de proteinas fueron obtenidos por el método de Bradford (276).

2.7.-DETERMINACION DE LOS VALORES DE GLUTATION
TOTAL.

2.7.1.-Fundamento

El glutatién total se determina por H.P.L.C., siguiendo el
método descrito por Reed y colaboradores (278). La cromatografia es
un método fisico de separacion en el que los componentes a separar se
distribuyen en dos fases: la fase movil y la fase estacionaria. La
separacion se obtiene porque los componentes de la mezcla a estudiar
son retenidos de distinta manera por la fase estacionaria.

La cromatografia liquida se basa en el hecho de que durante el
desarrollo de un cromatograma la fase movil arrastra las moléculas de

la muestra hacia el lecho estacionario, durante el trayecto las distintas
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moléculas de la muestra son retardadas en mayor o menor grado por la
fase estacionaria en funcion de la interaccion entre los componentes
de la muestra y las fases estacionaria y movil.

En definitiva, sino existiera interaccion las moléculas de un
soluto se desplazarian a lo largo de la columna a la misma velocidad
que la fase movil y por lo tanto el tiempo de retencion seria bajo, sin
embargo, un soluto que interaccione con la fase estacionaria tardara
mas en salir del lecho estacionario y su tiempo de retencion serd
superior al de la fase movil.

El método descrito por Reed y colaboradores se basa en la
separacion de los S-carboximetildinitro derivados por cromatografia y
posterior cuantificacion a 365 nm. A todas las muestras se les afiade
una concentracion conocida de y-glutamil glutamato, como patron
interno, el cual nos va a permitir calcular la concentracion de la
sustancia problema de un modo mas exacto.

Con esta técnica cromatografica, se pueden determinar las
concentraciones tanto de GSH como de GSSG de una misma muestra.
Sin embargo, el método de Reed y cols., no debe utilizarse para
determinar el estatus de glutation, ya que la muestra sufre una
autooxidacion del GSH importante en el proceso de derivatizacion
(21). De este modo, parte del GSH se oxida a GSSG dando falsos
positivos en los resultados. Sin embargo, si que es un buen método

para la determinacion del glutation total.
2.7.2.- Obtencion de las muestras y conservacion
Se realiza una extraccidon sanguinea en la que inmediatamente

se pipetean 200 pL de sangre y se mezclan con 800 uL de PCA 7.25%
BPDS 1.25 mM. A continuacion, se centrifuga a 15000g durante 10
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minutos a 4° C. De esta manera acidificamos la sangre y conseguimos
un sobrenadante &cido, libre de proteinas.
Las muestras pueden ser conservadas a —20° C hasta el

momento de su analisis.

2.7.3.- Derivatizacion de la muestra

1.- Se toman 200 pL de sobrenadante acido y se le afiade 20
pL de patrén interno (y-glutamil-glutamato 1 mM en PCA al 0.3%).
Seguidamente afiadimos 20 pL de &cido iodoacético 1 M disuelto en
purpura de m-cresol 0.2 mM, que es un indicador de pH que vira a
color parpura entre 8.5 y 9.

2.- La mezcla se lleva a pH 8.5-9 usando un tampén KOH 3 M
CHES 0.3M y una vez alcanzado el pH adecuado se incuba la muestra
durante 10 minutos en oscuridad y a temperatura ambiente.

3.- Al finalizar el tiempo de incubacion se afiaden 400 pL de 1-
fluor dinitrobenceno al 1% en etanol absoluto y se mantiene a 4°C y
en oscuridad durante 24 horas como minimo. Llegado a este punto las
muestras son estables a 4° C durante varias semanas.

4.- Antes de preparar la dilucion que sera inyectada en el
cromatografo, las muestras se centrifugan a 15000g durante 5 minutos
a 4° C. De ahi se toman 50 pL de sobrenadante a los que afiadimos

270 uL de una mezcla metanol - agua en proporcion 800:200.

2.7.4.-Técnica cromatografica.

Se inyectan 80 pL de la solucion que contiene la muestra. La
fase movil esta constituida por 2 solventes:

- Fluyente A: es una soluciéon de metanol al 80% en agua
bidestilada.

- Eluyente B: es una solucién tampon acético/acetato 0.5 M en

metanol al 64%.
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Todo el proceso se realiza a un flujo constante de 1 ml/minuto.
La elusion de las sustancias que nos interesan se realiza aplicando un
gradiente:

- La fase movil se mantiene durante 5 minutos a un 20% del
eluyente B y un 80% del eluyente A.

- Tras este tiempo, comienza a aumentar la cantidad de
eluyente B de manera lineal, hasta que a los 15 minutos del
cromatograma se alcanza un 99% de B y un 1% de A.

- Se mantienen estas concentraciones de cada solvente de 5 a
10 minutos, dependiendo del tiempo de elucion del ultimo compuesto.

- Una vez eluido el ultimo compuesto de interés, se procede al
reequilibrado de la columna. Para ello, se alcanzan las condiciones
iniciales (20% de B y 80 %de A) manteniéndose asi durante 15
minutos.

2.7.5.-Calculos

Las concentraciones de GSH y GSSG se calculan en el
cromatograma basandose en una concentracion conocida de patrén
interno, que es afiadida a cada muestra en el proceso de derivatizacion.
El patron interno utilizado es y-glutamil-glutamato, que previamente
ha sido calibrado frente a patrones de concentraciones conocidas de
GSH y GSSG. Tanto los patrones de GSH como los de GSSG se
calibran previamente enzimaticamente, para conocer su concentracion
exacta. El GSH se calibra por medio de la reaccion de la glutation
transferasa y el GSSG por medio de la reaccion de la glutation
reductasa.

El glutation total lo expresamos como equivalentes de GSH,

sumandole a la concentracion de GSH 2 veces la de GSSG.

[GSH]= Glutation total -(2X GSSG)
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2.8.-DETERMINACION DEL GLUTATION OXIDADO (GSSG)
2.8.1.- Fundamento

Para la determinacion del GSSG se siguid el método
cromatografico descrito por Asensi y colaboradores (21). Se basa en la
separacion cromatografica de los dinitrobenceno derivados y posterior
deteccion a 365 nm.

Para que el GSH no sufra una autooxidacién en el proceso, se
bloquea el grupo tiol con N-etilmaleimida (NEM). Este bloqueo hace
que este método sea idoneo para evitar el aumento de concentracion

de GSSG por oxidacion del GSH durante el procesado de la muestra.
2.8.2.-Obtencion de las muestras

Tras la extraccion sanguinea se pipetean inmediatamente 500
pL de sangre y se mezclan con 500 pL. de PCA 12% BPDS 2 mM
NEM 40 mM. Después de agitar vigorosamente, se centrifuga a
15000g durante 10 minutos a 4° C. El sobrenadante acido libre de
proteinas se usara posteriormente para la determinacion del GSSG.
Las muestras pueden ser conservadas a —20° C hasta el momento de su

analisis.
2.8.3.-Derivatizacion

1. Se toman 200 pL de sobrenadante acido y se mezclan con
20 pL de patréon interno (y-glutamil-glutamato 1 mM en PCA 0.3%) y
20 uL de parpura de m-cresol 0.2 mM como indicador de pH.

2. Se lleva la muestra a pH 8.5-9 afiadiendo KOH 3M CHES

0.3M. El indicador de pH vira a color purpura cuando lo alcanza.
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3. Se centrifuga a 13000g durante 10 minutos a 4°C.

4. Se toman 25 pL de sobrenadante y se mezclan con 50 pL de
1-fluor dinitrobenceno al 1% en etanol absoluto.

5. Se incuba la muestra 45 minutos en oscuridad y se deseca la
disolucion a vacio.

6. Las muestras desecadas pueden conservarse durante meses a
—20°C hasta el momento de su inyeccion en el HPLC.

7. Justo antes de la inyeccidn en el cromatografo, las muestras

se resuspenden en 200 pL del eluyente A.

2.8.4.-Técnica cromatografica.

Las muestras se procesan en el mismo aparato cromatografico
que el glutation total (apartado anterior). Las condiciones aplicadas en
el ensayo son las mismas, siendo el gradiente de eluyentes, fase

estacionaria, fase mévil y deteccion, idénticas que en el caso anterior.

2.8.5.-Calculos

El célculo de la concentracion de glutation oxidado en la
muestra biologica, se realiza en funcion de la calibracion de
soluciones patrén de concentraciones conocidas de GSSG respecto al

patron interno.
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2.9.- DETERMINACION DE LIPOPEROXIDOS EN FORMA
DE MALONDIALDEHIDO.

2.9.1.- Fundamento.

Se ha seguido el método descrito por Wong y colaboradores
(177). Este método se basa en la hidrélisis de los lipoperdxidos
presentes en la muestra y posterior formacion de un aducto entre el
acido 2-tiobarbitarico y el malondialdehido liberado (TBA-MDA)).
Puesto que el acido 2-tiobarbitirico reacciona con distintos grupos
carbonilos presentes en la muestra, ademds, de con el
malondialdehido, se realiza una separacion por cromatografia liquida
de alta eficacia en fase reversa del aducto acido 2-tiobarbiturico-
malondialdehido del resto de las sustancias reaccionantes presentes en
las muestras. Debido a que el malondialdehido proviene de los
lipoperoxidos presentes en el medio y, éstos se cuantifican segin el
aducto TBA-MDA,, es conveniente hablar de niveles de lipoperoxidos
cuantificados como TBA-MDA,, en lugar de niveles de MDA.

2.9.2.- Procedimiento.

1. A 50 pL de muestra se le afiaden 75 pL. de H;PO4 0,44 M y
25 uL de la solucion de acido 2-tiobarbiturico; se agita y se mantiene
60 minutos en un bafio a 95 °C.

2. Una vez transcurrido el tiempo se anade 150 pL de la
solucion neutralizante.

3. Se centrifuga a 10000 g durante 5 minutos a 4 °C y se
inyectan 50 pL del sobrenadante obtenido en el H.P.L.C.
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Debe tenerse en cuenta que el aducto acido 2-
tiobarbitaricomalondialdehido es estable a pH neutro-basico un

maximo de 20 minutos, por lo que se debe operar con rapidez.

2.9.3.-Técnica cromatografica

Todo el proceso se realiza a un flujo constante de 1 ml/minuto.
La elusion del aducto TBA-MDA, se realiza en condiciones
isocraticas, siendo la fase movil una mezcla de KH,PO, 50 mM
pH=6,8 y acetonitrilo (70:30). El tiempo de retencion del aducto TBA-
MDA, es aproximadamente de 5 minutos, y el tiempo del
cromatograma fue de 10 minutos.

La deteccion del aducto TBA-MDA, se realizé con un detector

ultravioleta visible a una longitud de onda de 532 nm.

2.9.4.-Calculos.

El érea del pico correspondiente al aducto TBA-MDA,; se
valora frente a una recta patrén construida con MDA-bis. En la
construccion de la recta patron debe incluirse un blanco. La recta
patron se hace a partir de las siguientes soluciones de MDA-bis:
blanco; 0,6 uM; 1,5 uM; 6,0 uM; 15 uM y 60 uM.

2.10.- DETERMINACION DE HEMOGLOBINA

2.10.1.- Fundamento.

Para la determinacion de hemoglobina en los hemolisados
hemos utilizado el método de Drabkin y Austin (279), el cual se basa
en la conversion de la hemoglobina en cianmetahemoglobina y

posterior determinacion a 540 nm.
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2.10.2.- Reactivos.

Para esta determinacion hemos utilizado un KIT
comercializado por SIGMA (referencia 5253), el cual esta formado

por los siguientes reactivos:

- Reactivo de Drabkin (bicarbonato sédico 100 partes;

ferricianida potasica 20 partes; cianida potésica 5 partes).
- Solucion BRIJ-35
- Patrén de hemoglobina.

La solucion de trabajo se prepara reconstituyendo el reactivo
de Drabkin con 1000 ml de agua bidestilada. A esta solucién se le
anade 0.5 ml de la solucion BRIJ-35. Este compuesto evita la

formacion de turbidez.

Las soluciones de calibracion se preparan disolviendo el patron
de hemoglobina en la solucion de trabajo. Las concentraciones de las
soluciones de calibracion en mg/ml fueron de 0,717; 0,645; 0,574;
0,502; 0,430; 0,359; 0,287; 0,215; 0,143 y 0,072.

2.10.3.- Preparacion de la muestra biolégica.

Obtener unos 2 ml de sangre con jeringa heparinizada.
Colocarla en un tubo heparinizado. Centrifugar a 1.000 g durante 10
minutos a 4 °C. Eliminar el plasma por aspiracion. Lavar tres veces los
eritrocitos con suero fisiologico. Para un sedimento de 1 ml de
eritrocitos afiadir 4 ml de agua bidestilada fria. Agitar vigorosamente
en el vortex e incubar durante unas 2 horas a 4°C para lisar los
eritrocitos. Este hemolisado es el que se utilizara para la

determinacion de la hemoglobina.
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2.10.4.- Procedimiento.

Se prepara una bateria de tubos con 2 ml de la solucion de
trabajo. A cada tubo se le afiade 20 pl del hemolisado y se incuba
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se

determina la variacion de absorbancia a 550 nm respecto al blanco.
2.10.5.- Calculos.

Para calcular la cantidad de hemoglobina se extrapola en la

recta de calibracion calculada para cada bateria de determinaciones.

2.11.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE XANTINA
OXIDASA / XANTINA DESHIDROGENASA

2.11.1.- Fundamento

Se sigue un método fluorimétrico descrito por Beckman y cols.
(280). Este método esta basado en la monitorizacion fluorimétrica de
la formacion de isoxantopterina a partir de pterina, reaccion catalizada
tanto por la forma oxidasa como por la forma deshidrogenasa. Si en el
medio de reaccion no hay azul de metileno (un aceptor de electrones),
estaremos determinando la forma oxidasa, la cual utiliza al O, como
aceptor de electrones. Si al medio de reaccion le afiadimos azul de
metileno, la variacion de fluorescencia se debera tanto a la forma
oxidasa como a la forma deshidrogenasa. La formacion de
isoxantopterina se sigue fluorimétricamente a 345 nm de excitacion y

390 nm de emision.
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2.11.2.- Reactivos
- Tampon fosfato potasico 50 mM EDTA 0.1 mM, pH 7.4
- Pterina (2-amino-4-hidroxipteridina) 1 mM.

Se pesan exactamente entre 3 y 4 mg de pterina y se
resuspenden inicialmente en 100 ul de NaOH 1M. Una vez disuelta,

se le anade el agua necesaria para alcanzar una concentracién 1 mM.

Esta solucién es estable durante 1 o 2 dias a temperatura
ambiente.

- [soxantopterina 1 mM.

Se prepara una solucion acuosa de isoxantopterina 1 mM. A
partir de esta solucidon se diluye a una concentracién 10 uM con
tampon fosfato. La concentracion exacta de la solucion 10 uM de
isoxantopterina se determina espectrométricamente a 336 nm (e336=

13.0 mM™" cm™). Esta es la solucion estandar.
Esta solucion se ha de preparar y valorar diariamente.
- Azul de metileno 1 mM en agua.
Esta solucién se puede conservar congelada.
- Alopurinol 1 mM en agua.

Para conseguir una perfecta disolucion se ha de preparar en
agitacion y calentandose. Una vez disuelta se separan alicuotas que se
pueden conservar congeladas.
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2.11.3.- Preparacion de la muestra biolégica.

a.- Plasma: La determinacién de la actividad xantina oxidasa y
xantina deshidrogenasa se realizd6 en plasma. Este se obtuvo por
centrifugacion a 1300g de la sangre heparinizada recién extraida. Una
vez obtenido el plasma se puede conservar a -20 °C durante varios
meses. La determinacion de la actividad XO/XDH en plasma de rata,
se hace directamente del plasma extraido como se explica
anteriormente, sin embargo en humanos la concentracion plasmatica
de acido urico es lo suficientemente importante como para inhibir la
determinacion de estos enzimas. Asi pues para determinar XO/XDH
en plasma humano tenemos que purificar las muestras mediante
columnas de sephadex G-25, equilibradas con tampon fosfato, y

realizar la determinacion en el eluato.

b.- Higado: El higado recién extraido se homogeneiza en frio
con tampoén fosfato S0mM, EDTA 0.1mM: Sacarosa 0.5 M, DTT
10mM, PMSF ImM. Se centrifuga a 15000 g durante 30 minutos y a
4°C. El sobrenadante se utilizara para determinar la actividad de la

xantina oxidasa y deshidrogenasa.

2.11.4.- Procedimiento

Todo el proceso se realiza con el fluorimetro termostatizado a
37°C.

1.- Afiadir en una cubeta la muestra y tampon fosfato hasta

completar un volumen final de 2 ml.

Para muestras de plasma con 25 pl de muestra es suficiente,

para muestras de higado se pondran 20pl.
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2.- Se sigue la emision de fluorescencia a 345 nm de excitacion

y 390nm de emision durante un minuto. Es la linea de base o blanco.

3.- Se afiaden 20 pl de la solucion de pterina 1 mM y se sigue
la emision de fluorescencia durante dos minutos. Esta pendiente nos

indica la actividad xantina oxidasa.

4.- Se anaden 20 pl de la solucion de azul de metileno y se
sigue la emision de fluorescencia durante dos minutos. Esta pendiente
nos indica el conjunto de la actividad xantina oxidasa y
deshidrogenasa, ya que el azul de metileno actia como aceptor de

electrones de la forma deshidrogenasa.

5.- Se anaden 20 pl de la solucion de alopurinol y se sigue la
emision de fluorescencia durante 1 minuto. No debe variar la
fluorescencia, pues el alopurinol inhibe tanto la xantina oxidasa como

la deshidrogenasa.

6.- Se realiza una medida puntual que es la que se utilizara

como blanco para la calibracion de la isoxantopterina.

7.- Se anaden 20 pl de isonxantopterina 10 uM

8.- Se realiza otra medida puntual. Obtendremos el incremento
de fluorescencia debido a la isoxantopterina. Es un patrén interno.

2.11.5.- Calculo de la actividad

Una unidad de actividad se define como la cantidad de enzima
que cataliza la formacion de un umol de isoxantopterina por minuto.

En plasma la expresamos en unidades por litro de plasma, en higado

en unidades por mg de proteina.

A.- Para el calculo de la actividad xantina oxidasa:
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U=(AF/min)*(([Isoxan]*0.02)/(2.08*1000*Fisoxan))*(2.02/0.025)
donde:

AF/min es la variacion de fluorescencia observada por minuto tras

anadir la pterina.

[Isoxan] es la concentracién de isoxantopterina expresada en uM y

calculada en el espectro.

Fisoxan es el incremento inmediato de fluorescencia que se produce

tras afiadir la concentracion calibrada de isoxantopterina.

B.- Para el calculo de la actividad xantina oxidasa y

deshidrogenasa:
U=(AF/min)*(([Isoxan]*0.02)/(2.08*1000*Fisoxan))*(2.04/0.025)
donde:

AF/min es la variacion de fluorescencia observada por minuto tras

anadir la solucion de azul de metileno.

[Isoxan] es la concentracién de isoxantopterina expresada en uM y

calculada en el espectro.

Fisoxan es el incremento inmediato de fluorescencia que se produce

tras afiadir la concentracién calibrada de isoxantopterina.
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2.12. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE IkB-a, NF-kB,
FOSFORILACION DE IkB-a, IKKp Y DE LA
FOSFORILACION DE INOS Y COX2 MEDIANTE
ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-SDS
(PAGE-SDS) Y POSTERIOR WESTERN BLOTTING.

2.12.1. Fundamento

La electroforesis es un transporte bajo la accion de un
campo eléctrico. La electroforesis en geles con una matriz de
poliacrilamida, = cominmente denominada electroforesis en
poliacrilamida, se utiliza mayoritariamente para la separacion de
proteinas. Concretamente se utilizO6 el PAGE en condiciones
desnaturalizantes. En presencia de algunos compuestos quimicos las
proteinas pierden su estructura nativa. Tales compuestos, agentes
desnaturalizantes, producen el desplegamiento de la proteina que
aparece asi sin la organizacion tridimensional caracteristica de su
funcion biologica. La combinacién de un detergente desnaturalizante
(SDS) y un agente reductor (-mercaptoetanol) es la que se utilizo.

Los complejos SDS-proteina se separan estrictamente segun su
tamafio molecular y, asi, es posible estimar su peso molecular. Como
cada molécula de SDS proporciona una carga negativa (del grupo
SO4-), los complejos proteina/SDS estan cargados negativamente de
forma uniforme. La separacion, por tanto, depende de un parametro
fisico-quimico, el peso molecular, que se puede calcular.

Todas ellas se valoraron utilizando como referencia los niveles

de tubulina en los extractos citosolicos.
2.12.2. Condiciones del gel y transferencia.

Para detectar el estado de fosforilacion de estas proteinas se

cargaron 50 pg de proteina citoplasmatica en geles discontinuos al
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12% de Acrilamida (29:1 Acrilamida:Bisacrilamida) con un 0,1% de
SDS, sobre los que se aplicd un campo eléctrico de voltaje constante
de 100 Voltios durante al menos 2 horas en tampon Tris-Glicina (25
mM Tris, 200 mM Glicina, 0,1% SDS, pH 8,3).

Una vez finalizado el desplazamiento electroforético el gel es
transferido (Western Blotting) a una membrana de Nitrocelulosa
(Schelider & Schuel, USA), mediante -electrotransferencia en
condiciones humedas por medio del sistema Mini-protean II (Bio-Rad,
USA). El proceso se desarrolla durante 2 horas, a una temperatura de
4°C, una intensidad constante de 300 mAmperios, en tampoén de
transferencia (25 mM Tris, 192 mM Glicina, Metanol 20% v/v, pH
8.,3).

En el caso de los estudios para detectar la expresion y
fosforilacion de IkB-a e IKK[P se cargaron 40 pg de proteina

citoplasmatica.

2.12.3. Visualizacion.

1.- Tras la transferencia las membranas se incuban 60 minutos
a temperatura ambiente en tampon de bloqueo: 5% p/v de leche
desnatada en polvo, 0,1% Tween-20 en 1XTBS (20 mM Tris, 137 mM
NacCl, pH 7,6).

2.- Se realizan 3 lavados de 5 minutos con 15 mL de TBS-T.

3.- Las membranas se incuban durante toda la noche a 4°C con
agitacion orbital en tampon de anticuerpo (5% BSA, 0,1 % Tween-20
en 1XTBS) y con las correspondientes diluciones de anticuerpos
primarios (Cell Signaling Technology y Santa Cruz) (Ver Tabla III. 1)

4.- Se realizan 3 lavados de 5 minutos con 15 mL de TBS-T.

5.-Las membranas son incubadas 60 minutos con el anticuerpo

secundario conjugado con peroxidasa de rdbano, anti-IgG de conejo
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preparado en burro, (Cell Signaling Technology). El anticuerpo se
disuelve en tampdn de bloqueo (1:2000).
6.- Se realizan 3 lavados de 5 minutos con 15 mL de TBS-T.
7.- La membrana se incuba 1 minuto con reactivo ECL
(Amersham Pharmacia, USA) e inmediatamente se expone a
autorradiografia con films de fotografia (KODAK X-OMAT).

TABLA IIL1.. DESCRIPCION DE LOS ANTICUERPOS
UTILIZADOS PARA WESTERN BLOTTING.

Anticuerpo Descripcién Peso M Fuente Dilucion
Anti IkB-a. Detecta los niveles 1:500
totﬁles de lkB-o 41 kD Conejo
Anti p-lkB-a. Detecta los niveles de 1:1000
1kB-o fosforilada ~41 kD Conejo
Detecta los niveles de
Anti p-IKKB IKKb fosforilada en 1:500
Ser182 ~87 kD Conejo
. Detecta los niveles
Anti NFKB (p65) totales de NFKB en el 1:750
nucleo 65 KD Raton
Anti Cox-2 Detecta los niveles 1:500
totales de Cox-2 80 kD Conejo
Anti iNOS Detecta los niveles 1:2000
totales de INOS 130 KD Conejo
Anti a-tubulina Detecta los niveles de 1:750
la isoforma o-tubulina 55KD, Raton

2.12.4. Cuantificacion de los resultados.

Las imagenes obtenidas fueron escanedas y mediante el
programa PrestoPage manager para EPSON, almacenadas en formato
digital TIF para poder ser densitometradas utilizando el software
“Analysis 3.

Los valores de las proteinas estudiadas se expresaron en
funcion de los valores de expresion de tubulina en los extractos

citosolicos de higado.
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FIGURA III. 1: ESQUEMA DE LA TECNICA DEL WESTERN
BLOTTING.
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2.13. ESTUDIO DE LA OXIDACION DE PROTEINAS DE
HIGADO.

2.13.1. Fundamento

Las modificaciones oxidativas de las proteinas por accion de
los radicales libres y otras especies reactivas de oxigeno como el
hidroxinonenal ocurren tanto en procesos fisiologicos como
patologicos. Como consecuencia de las modificaciones, los grupos
carbonilo son introducidos en el interior de las cadenas de
aminoacidos de forma especifica.

Los grupos carbonilo son derivatizados a 24-
dinitrofenilhidrazona (DNP-hidrazona) por su reaccién con la 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH). Las muestra derivatizadas son
separadas mediante electroforesis en gel de acrilamida seguida por un

Western Blotting y la inmunodeteccion.

2.13.2. Preparado del lisado proteico.

1.- Se parte de fragmentos de higado de 100 mg, que son en

primer lugar lavados en PBS.

2.- Tras el lavado se cortan en pequefios trozos en tampon de
lisis frio (1 mL por cada 100 mg de tejido). El tampon consta de: 50
mM NaCl; Tris 10 mM pH 7.5; 5 mM EDTA; Sucrosa 0,25 M;
Pirofosfato Sodico 30 mM; Ortovanadato Sédico 100 uM; 50 mM
NaF; 50mM DTT; 1mM PMSF; 3mM Benzamidina; 10 OM
Leupeptina; 10 pg/mL Aprotinina; 5 [ /M Pepstatina A).

3.- El musculo se transfiere a un homogeneizador tipo Dounce

de vidrio (Afora S.A., Espafa) introducido en hielo.
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4.- La suspension se somete a diez pases de homogeneizacion

con el émbolo.

5- El producto inicial se pasa a tubos de microcentrifuga y se

centrifuga durante 15 minutos a 12000g y a 4°C.

6.- El sobrenadante es almacenado a —80°C hasta su valoracion
y utilizacion

2.13.3. Derivatizacion de 1a muestra

Para la derivatizacion de la muestra se utilizaron los reactivos
presentes en el kit (Oxyblot Protein Oxidation Kit, Intergen Company)
asi como el protocolo aconsejado por el fabricante.

1.- Se parte de entre 15-20 pg de proteinas que son
desnaturalizadas con SDS 12% para alcanzar una concentracion final
de SDS 6%.

2.- La muestra se derivatiza afiadiéndole una solucion
IxDNPH. El volumen afiadido es idéntico al que suman la proteina
con el SDS.

3.- Los tubos se incuban a temperatura ambiente durante 15
minutos.

4.- La muestra se neutraliza con la Solucion de Neutralizacion
del Kit.

2.13.4. Condiciones del gel y transferencia.

Una vez neutralizadas las muestras estan preparadas para
cargar en el gel de poliacrilamida. Para valorarla oxidacién de
proteinas en musculo esquelético se cargaron 20 [Ig en geles
discontinuos al 12% de Acrilamida (29:1 Acrilamida:Bisacrilamida)

con un 0,1% de SDS, sobre los que se aplico un campo eléctrico de
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voltaje constante de 100 Voltios durante al menos 2 horas en tampén
Tris-Glicina (25 mM Tris, 200 mM Glicina, 0,1% SDS, pH 8,3). Una
vez finalizado el desplazamiento electroforético el gel es transferido
(Western Blotting) a una membrana de Nitrocelulosa (Schelider &
Schuel, USA), mediante electrotransferencia en condiciones humedas
por medio del sistema Mini-protean II (Bio-Rad, USA). El proceso se
desarrolla durante 2 horas, a una temperatura de 4°C, una intensidad
constante de 300 mAmperios, en tampén de transferencia (25 mM
Tris, 192 mM Glicina, Metanol 20% v/v, pH 8,3).

2.13.5. Visualizacion.

1.- Tras la transferencia las membranas se incuban 60 minutos
a temperatura ambiente en tampon de bloqueo: 5% p/v de leche
desnatada en polvo, 0,1% Tween-20 en 1XTBS (20 mM Tris, 137 mM
NacCl, pH 7,6).

2.- Se realizan 3 lavados de 5 minutos con 15 mL de TBS-T.

3.- Las membranas se incuban 60 minutos a temperatura
ambiente, con agitacion orbital, en tampon de anticuerpo (5% BSA,
0,1 % Tween-20 en 1XTBS) y con una dilucion 1:150 de anticuerpo
primario (Anti-DNP de conejo)

4.- Se realizan 3 lavados de 5 minutos con 15 mL de TBS-T.

5.- Las membranas se incuban 60 minutos a temperatura
ambiente, con agitacion orbital , en tampon de bloqueo y con una
dilucién 1:300 de anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de
rabano, anti IgG de conejo preparado en cabra.

6.- Se realizan 3 lavados de 5 minutos con 15 mL de TBS-T.

7.- La membrana se incuba 1 minuto con reactivo ECL
(Amersham Pharmacia, USA) e inmediatamente se expone a
autorradiografia con films de fotografia (KODAK X-OMAT)
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2.13.6. Cuantificacion de los resultados.

Las imagenes obtenidas fueron escanedas y mediante el
programa PrestoPage manager para EPSON, almacenadas en formato
digital TIF para poder ser densitometradas utilizando el software

“Analysis 3”.

2.14.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ALANINO
AMINO TRANSFERASA EN PLASMA (ALT).

El grado de necrosis hepatica lo evaluamos mediante la
determinacion de la actividad en plasma de la enzima alanina amino
transferasa (ALT) mediante la utilizacion de un KIT comercial
(Sentinel Diagnostic, Milano, Italia).

Las muestras de sangre se centrifugaron a 1300g durantel5
minutos a temperatura ambiente. El plasma obtenido lo utilizamos
para la determinacion de la actividad de la ALT, que se basa en las

siguientes reacciones enzimaticas (1y 2):

2-oxoglutarato + L-alanina — L-glutamato + Piruvato (1)
Piruvato + NADH — Lactato + NAD (2)

La alanina amino transferasa cataliza la transferencia de un
grupo amino de la alanina al 2-oxoglutarato para formar glutamato y
piruvato. El piruvato es posteriormente reducido a lactato en presencia
de la enzima lactato deshidrogenasa, con la oxidacidon simultanea de
NADH.

La cantidad de NADH consumido (absorbancia a 340 nm) es
directamente proporcional a la actividad de la ALT. Los resultados los

expresamos en U/L.
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2.15.- EVALUACION HISTOLOGICA DE LA NECROSIS
HEPATICA.

Para los estudios morfolégicos hemos utilizados fragmentos de
higado de dimensiones aproximada de: 1 x 0,5 x 0,3 cm. Los
fragmentos fueron fijados en una solucion de formaldehido al 4% en
50 mM de tampon fosfato durante 18 horas a 4°C y posteriormente
incluidos en parafina.

Secciones de aproximadamente 5 pm de espesor fueron tefiidas
con hematoxilina-eosina. La necrosis fue evaluada de forma semi-
cuantitativa en diez muestras biologicas (x250) no consecutivas y
valoradas de la siguiente forma: 0: ausencia de necrosis, 1: necrosis en
manchas (hepatocitos necrdticos aislados), 2: necrosis en foci
(necrosis presente a nivel periportal, perivenular o medioacinar), 3:
necrosis de varios focos (necrosis presente en mas zonas acinares), 4:
necrosis consistente: necrosis de unidn entre estructuras vasculares
afluyentes hacia el 6rgano y efluyentes desde el mismo. Los criterios
morfologicos utilizados para la determinacion de la necrosis fueron:
aumento de la eosinoflia citoplasmatica, vacuolizacion, disrupcion
celular, ruptura de la arquitectura celular y modificaciones nucleares
tales como picnosis, cariolisis y carioresis. La valoracion de la
necrosis en los distintos grupos experimentales se expresdé como valor

medio =+ error tipico.
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2.16.- EVALUACION HISTOQUIMICA DEL NUMERO DE
NEUTROFILOS

El nimero de neutréfilos se evaludé en tejido incluido en
parafina, utilizando como reactivo el naftol AS-D cloroacetato,
sustrato que permite evidenciar la actividad “in situ” de la enzima
esterasis no-especifica presente en los neutréfilos. La técnica utilizada
sigue el método descrito por Maloney el al con pequeiias
modificaciones. El sustrato fue disuelto en dimetil sulfoxido/Triton X-
100 (9:1 v/v), al cual se agrego6 un 0,1% de Fast Garnet GBC disuelto
en tampon fosfato 0,1 M, pH 8,5. Los PMN tefiidos de rojo intenso
fueron contados en 20 campos histoldégicos no consecutivos
(magnificacion 400x), elegidos al azar. Los resultados se expresan
como media + error tipico del numero de PMN por muestra

histologica.
2.17.- EVALUACION DE GRO/CINC-1, IL-6, IL-18 POR ELISA

Los niveles de GRO/CINC-1, IL-6, IL-1B en plasma y en
higado se midieron utilizando un kit inmunoezimatico. El kit prevé la
utilizacion de dos parejas de anticuerpos especificos conjugados
(Anti-Rat GRO/CINC-1, IL-6 o IL-1p Rabbit IgG ¢ HRP conjugate
Anti Rat GRO/CINC-1, IL-6 o IL-1p Rabbit IgG Fab) y utiliza como
reactivo un agente cromogeno, la tetra-metil-benzidina. La reaccion se
bloque6 con H,SO, 1 N y la variacion de color se evalud por
espectrofotometria en un lector automatico de placas de ELISA a una
longitud de onda de 450 nm. La intensidad del color producido es
proporcional a la cantidad de las interleucinas medidas presente en la

muestra.
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2.18.- EXTRACCION DE OXISTEROLES Y ANALISIS
MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE GASES.

Para el analisis del contenido de oxisteroles se utilizaron
muestras de higado congeladas a -80°C tras sacrificio de los animales
a los 12 y 28 dias. El tejido se homogeniz6 en tampon PBS 1x. En las
mismas muestras se midio la concentracion proteica con el método de
Peterson (1979).

A cada muestra se agregaron 100 pL. de Sa-colestano (solucion
madre de 5 mg/mL de tolueno) como patrén interno y se procedié a
la extraccion de lipidos con el método de Folch (1957) utilizando una
mezcla de cloroformo: metanol 2:1 (v/v) que lleva un 0,001% de
BHT.
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3.- ANALISIS ESTADISTICOS DE LOS
RESULTADOS.

Todos los resultados presentados en la presente tesis se
expresan como valores de la media + desviacion estandar, indicando
el nimero de observaciones (n) entre paréntesis. El tratamiento
estadistico de los resultados obtenidos, cuando se compararon grupos
controles, diabéticos y diabéticos tratados con alopurinol, se realizod
tras averiguar la normalidad de distribucion de los datos con la prueba
de Shapiro-WilK. Visto que en varios casos los grupos de datos no
seguian una distribucion normal, se compararon las medias de los
grupos con una prueba no paramétrica, Kruskal-Wallis. Se considero
como hipotesis nula la falta de diferencia entre las medias de los
grupos y se rechazo la hipdtesis nula para valores de a inferiores a
0,05. Al alcanzar la significatividad estadistica se efectuaron
contrastes a posteriori con la prueba U de Mann-Witney y se
aceptaron como significativas las comparaciones con valores de
p<0,05. Todo el tratamiento estadistico de los resultados se realizé con

el software SPSS version 13 para Windows.
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IV. RESULTADOS

1.- MARCADORES BIOQUIMICOS Y CLINICOS EN
DOS MODELQOS, DE DISTINTA DURACION, DE
DIABETES EXPERIMENTAL EN ANIMALES.

1.1.-PARAMETROS URINARIOS: GLUCOSURIA.

Para la realizacion de la presente tesis doctoral, dos grupos de
animales fueron diabetizados mediante la inyeccidn intraperitoneal de
estreptozotocina (ver apartado de Materiales y Métodos). El
diagnostico de la enfermedad estuvo basado, principalmente, en la
presencia de elevados niveles de glucosa en orina. Se incluyo en el
grupo diabético a los animales con una glucosuria superior a 2000
mg/dL. Para la determinacion de los valores de glucosa en orina en
los animales se utilizaron tiras reactivas multiples AMES, de la casa
BAYER DIAGNOSTICS. Una vez seleccionados los animales fueron
distribuidos, de forma aleatoria, en dos grupos experimentales cuya
unica diferencia fue el tiempo que fueron mantenidos con Ia
enfermedad: grupo diabético 12 dias y grupo diabético 28 dias. Como
se puede observar en la tabla IV.1, existe un aumento evidente de la
glucosuria (p<0.01) en los grupos diabético y diabético tratado con
alopurinol, tanto respecto al grupo control a los 12 dias como frente al
grupo control transcurridas 4 semanas de la inyeccion del farmaco. El
alopurinol se administrd, en todos los casos, mediante inyeccion
intraperitoneal de dos dosis de 32 mg/Kg de peso, en las 30 y 6 horas

previas al sacrificio de los animales.
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TABLA IV.1: CON CENTRACION DE GLUCOSA EN ORINA.

Grupo 12 dias 28 dias
mg/dL mg/dL
Control (7) Negativo (<100) Negativo (<100)
Diabética (7) > 2000 ** > 2000 **
Diabética + Alopurinol (7) > 2000 ** > 2000 **

Tabla IV.1.:Concentracion de glucosa en orina en ratas control y diabetizadas mediante la
inyeccion de estreptozotocina. Los valores se expresan como media + desviacion estandar
para el nimero de animales que aparece entre paréntesis. Los grupos se compararon
mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba U de Mann-Whitney

** p< 0.01 vs control.

1.2. - PARAMETROS HEMATOLOGICOS.

En este apartado de los resultados, nos planteamos el estudio del
efecto que la administracion de alopurinol podria tener sobre un
marcador de dafio hepético en los dos grupos experimentales

planteados en la presente tesis.

1.2.1. — Valores de alanina aminotransferasa (ALT) en
plasma de rata.

Determinamos la actividad de la enzima ALT, como marcador
de dafio hepatico, en muestras de plasma de animales diabetizados
mediante la inyeccion de estreptozotocina. Esta enzima se encuentra
en el citoplasma y las mitocondrias de células del tejido cardiaco,
hepatico y esquelético, principalmente. Los valores plasmaticos

normales en animales para ALT son 5-40 U/l
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Los resultados de las Figuras IV.l muestran un aumento
significativo en la actividad ALT en plasma de los animales
diabéticos. La administracion de alopurinol significativamente
previene ese incremento aunque no revierte los valores de ALT a

rangos similares al grupo reposo.

FIGURA V.1: VALORES DE ALANINA
AMINOTRANSFERASA EN PLASMA DE RATA. MODELO A
CORTO PLAZO.
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Figura VI.1.:. Efecto de la administracién de alopurinol sobre la actividad ALT en plasma de ratas diabéticas (modelo
corto plazo). Los valores se expresan como media + desviacion estandar. Grupo control (n=4), grupo diabético (n=4) y
grupo diabético tratado con alopurinol (n=5). Los grupos se compararon mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida
de la prueba U de Mann-Whitney. **, p< 0,01 vs. Control; $, p< 0,05 vs. Diabética.

1.2.2.- Valores de hemoglobina glicosilada.

La determinacion de la glucohemoglobina es el método
habitual de evaluacion del control glucémico. Cuando la glucosa
plasmatica estd sistematicamente elevada, aumenta la glucosilacion no
enzimatica de la hemoglobina; esta alteracion refleja la historia de la
glucemia en los 2 ¢ 3 meses previos. Si se mide por HPLC, la HbAlc
se aproxima a los siguientes valores medios de glucosa plasmatica:
HbATlc del 6% corresponde a 120 mg/dL; 7% a 150 mg/dL, 8% a 180
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mg/dL, etc. Los resultados de la figura IV.2 no muestran ningun
aumento significativo en los valores de HbAlc en el modelo de
diabetes a corto plazo. Del mismo modo la administracion de
alopurinol a los animales diabéticos tampoco muestra ningun efecto

sobre este pardmetro.

FIGURA 1V.2: VALORES DE HEMOGLOBINA
GLICOSILADA EN PLASMA DE RATA. MODELO A CORTO
PLAZO.
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Figura IV.2.: Porcentaje de hemoglobina glicosilada en plasma de ratas diabéticas durante 12 dias. Los valores se
expresan como media + desviacion estdndar. Grupo control (n=4), grupo diabético (n=4) y grupo diabético tratado
con alopurinol (n=4).

1.3.- EVOLUCION DEL PESO CORPORAL DE LOS
ANIMALES.

El adelgazamiento fue el signo mdas evidente de la
descompensacion metabdlica. La evolucion de los pesos de los
animales puede verse en la figura IV.3 donde se observa una
disminucién de ganancia de peso corporal en los animales diabéticos,

y diabéticos tratados con alopurinol. Los valores muestran una
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diferencia  estadisticamente  significativa en ambos  grupos

experimentales: corto plazo (12 dias) y largo plazo (28 dias).

FIGURA 1V.3: EVOLUCION DE LOS PESOS EN LOS
ANIMALES.

120

=
=
o

|—\
o
S

90
80

70

60
0 10 30

Dias de observacion
=--0-=- Control (n=3) —*— Control (n=3)
-0 Diabética (n=3) —t—Diabética (n=3)
--*-- Diabética + Alopurinol (n=3) —— Diabética + Alopurinol (n=3)

Grupo 12 dias 28 dias
Control 4,6 +4.2 (%) 11,62 + 4,92 (%)
Diabética - 9,66 + 10,32 (%) ** -31,84 £ 5,23 (%)™
Diabética + Alopurinol S12,11+£7.21 (%) ™ 229,29 + 4,65 (%)™

Figura 1V.3.:. Porcentaje de variacién del peso en dos grupos de animales diabéticos y
diabéticos tratados con alopurinol. Los valores se expresan como media + desviacion
estandar para el nimero de animales que aparece entre paréntesis. Los grupos se
compararon mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba U de Mann-
Whitney. ** p< 0.01 vs control.
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1.4. - PARAMETROS HISTOLOGICOS.

1.4.1.- Determinacion de la necrosis hepatica. Tincion de
hematoxilina-eosina.

La hematoxilina es un colorante cationico mientras que la
eosina es un colorante anionico perteneciente a los xantenos. El
higado proveniente da los animales control estaba constituido por
cordones de hepatocitos armonicamente distribuidos entre las vias
vasculares de ingreso (espacio portal) y de salida (vénula hepatica
terminal) (figura IV.4 a y d). Los higados de los animales con
diabetes, inducida con el tratamiento con estreptozotocina durante 12
dias, presentaban evidentes signos de dafio consistentes en extensas
areas necroticas (figura IV.4 b y e). Sin embargo, estas alteraciones
disminuyen visiblemente en el grupo experimental tratado con

alopurinol. (figura IV.4 c y f).
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FIGURA 1IV.4: DETERMINACION DE LA NECROSIS
HEPATICA EN HIGADO DE RATA. MODELO A CORTO
PLAZO.

Control Diabética Diabética +Alopurinol
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Figura IV.4. Determinacion de necrosis hepatica en ratas diabéticas de 12 dias . La figura muestra la mmagen de un
experimento representativo Durante la diabetes inducida con estreptozotocina (55 mgkg p.c.) se observo un meremento
de la necrosis en higado, que se revierte con el tratamiento con alopurinel (dos dosis suministradas 30h v 6 h antes del

sacrificio) (20 mgkg p.c.).
Leyenda: VET: vena hepdtica terminal; EP: espacio portal, FLECHA: necrosis hepatocelular

a: control x25;  b: diabéticax 23, ¢ Diabética+Alopurinol x23;
d: control x100; e diabética x 100, f- Dinbética+Alopuring] x100;

1.4.2 - Determinacion de la infiltracién de neutroéfilos a
nivel hepético.

La entidad de la respuesta inflamatoria se ha evaluado en
términos de numero de neutrofilos (PMN) por campo histoldogico.
Como se observa en la figura IV.5, en las ratas diabéticas durante 12
dias, observamos un aumento de un 442% en la infiltracion, respecto
al grupo control. En estas condiciones la administracion de alopurinol

disminuye de forma significativa la infiltracion neutrofilica.

189



V- Resultados

En el caso del modelo a largo plazo, figura IV.6, el nimero de PMN
aumenta en un 446% en el grupo de ratas diabéticas respecto a los
animales control. Sin embargo la administracion de alopurinol no

modifica de forma significativa este parametro inflamatorio.

FIGURA 1V.5: DETERMINACION DE LA INFILTRACION DE
NEUTROFILOS EN HIGADO DE RATA. MODELO A CORTO
PLAZO.
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Figura 1V.5.: Infiltracion de neutrofilos a nivel hepético en ratas diabéticas durante 12 dias. Los valores se
expresan como media + desviacion estandar. Grupo control (n=4), grupo diabético (n=4) y grupo diabético
tratado con alopurinol (n=5). Los grupos se compararon mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la
prueba U de Mann-Whitney. **, p< 0,01 vs. Control; $, p< 0,05 vs. Diabética.
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IV.6: DETERMINACION DE LA INFILTRACION DE
NEUTROFILOS EN HIGADO DE RATA. MODELO A LARGO
PLAZO.
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Figura 1V.6.: Infiltracion de neutrofilos a nivel hepatico en ratas diabéticas durante 28 dias. Los valores se
expresan como media + desviacion estandar. Grupo control (n=5), grupo diabético (n=5) y grupo diabético
tratado con alopurinol (n=5). Los grupos se compararon mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la
prueba U de Mann-Whitney. **, p<0,01 vs. Control;

1.4.3. Determinacion de las interleucinas pro-inflamatorias
11-6, 11-18 y CINC-1.

Las concentraciones de estas citocinas pro-inflamatorias han
sido analizadas tanto en el plasma como en el higado de nuestros

animales.

Como podemos observar en las tablas IV.2 y IV.3 los niveles
plasmaticos de IL-6, IL-13 y CINC-1 no varian significativamente en

ninguno de los grupos experimentales estudiados.
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TABLA IV.2: ANALISIS DE LAS CITOCINAS PRO-
INFLAMATORIAS IL-6, IL-18 y CINC-1 EN PLASMA DE
RATA. MODELO A CORTO PLAZO.

12 dias (plasma) IL 6 IL 1B CINC 1
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
Control (4) 142,76 + 20,13 23,65+5,9 163,70 + 76,52
Diabética (4) 118,72 £34,70 24,10 £ 9,94 97,96 + 144,10
Diabética + Alopurinol (4) 145,59 + 22,44 17,83 +£2,48 156,02 + 86,01

Tabla 1V.2 Efecto de la administracion de alopurinol sobre las citocinas en plasma de ratas diabéticas durante
12 dias. Los valores se expresan como media + desviacion estandar para el numero de animales que aparece
entre paréntesis.

TABLA I1V.3: ANALISIS DE LAS CITOCINAS PRO-
INFLAMATORIAS IL-6, IL-18 y CINC-1 EN PLASMA DE
RATA. MODELO A LARGO PLAZO.

28 dias (plasma) IL 6 IL 1B CINC 1
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
Control (4) 71,11 + 8,64 16,57 £ 4,96 51,17 +2,49
Diabética (4) 96,09 + 15,40 17,49 + 5,06 64,11 +21,44
Diabética + Alopurinol (4) 115,18 + 14,85 14,87 +£2,75 50,98 + 13,03

Tabla V.3 Efecto de la administracion de alopurinol sobre las citocinas en plasma de ratas diabéticas durante 28 dias. Los
valores se expresan como media + desviacion estandar para el namero de animales que aparece entre paréntesis.

Por el contrario, como podemos observar en las tablas IV.4 y
IV.5 los niveles hepaticos de IL-6 y IL-1B, tanto en el modelo a corto
plazo como a largo plazo, aumentan de forma significativa en los
grupos diabéticos respecto a los grupos control. En el modelo a corto
plazo y, en el caso de IL-6, este incremento es del 57%, siendo del
38% en el modelo a largo plazo. Del mismo modo, IL-1( en el
modelo a corto plazo en el grupo diabético, aumentd en un 70%

siendo este incremento del 63% en el grupo tratado durante 28 dias.
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La administracion de alopurinol demostré ser eficaz
unicamente en el grupo diabético a corto plazo en el que redujo, de
forma significativa, los valores tanto de IL-6 como de IL-1f3. Sin
embargo en el grupo al que se mantuvo durante mas tiempo con la
enfermedad (28 dias) no se observo el efecto protector de la

administracion de alopurinol.

Por su parte los niveles hepaticos de CINC-1, en las dos
condiciones de estudios analizadas, no se modificaron. En el grupo
diabético y en el grupo tratado con alopurinol, se encontraron valores

basales similares al grupo control.

TABLA IV.4: ANALISIS DE LAS CITOCINAS PRO-
INFLAMATORIAS IL-6, IL-1 y CINC-1 EN HIGADO DE
RATA. MODELO A CORTO PLAZO.

12 dias (higado) IL-6 IL-1B8 CINC-1

(ng/g de tejido) (ng/g de tejido) (ug/g de tejido)
Control (4) 47,1 +53 20,7+5,9 2,0£0,3
Diabética (4) 72,6 £13,7* 353£52% 2,6 0,1
Diabética + Alopurinol (4) 53,0+ 06,4 % 252+49° 29+04

Tabla IV.4 Efecto de la administracion de alopurinol sobre las citocinas en higado de ratas diabéticas durante 12
dias. Los valores se expresan como media + desviacion estandar para el nimero de animales que aparece entre
paréntesis.Los grupos se compararon mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba U de Mann-
Whitney. *, p< 0,05 vs. Control; $, p< 0,05 vs. Diabética.

TABLA V. 5: ANALISIS DE LAS CITOCINAS PRO-
INFLAMATORIAS IL-6, IL-1B y CINC-1 EN HIGADO DE
RATA. MODELO A LARGO PLAZO.

28 dias (higado) IL-6 IL-18 CINC-1
(ng/g de tejido) (ug/g de tejido) (ug/g de tejido)
Control (4) 46,7+ 5,6 247+27 2+0,1
Diabética (4) 63,2 £2,9 ** 40,4 £ 6,7 ** 2,3+04
Diabética + Alopurinol (4) 56,3+3,6* 34,7 +£1,6 ** 2+02

Tabla IV.5 Efecto de la administracion de alopurinol sobre las citocinas en higado de ratas diabéticas durante 28 dias.
Los valores se expresan como media + desviacion estandar para el nimero de animales que aparece entre paréntesis.
Los grupos se compararon mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba U de Mann-Whitney.

*y** p<0,05y 0,01 vs. Control;
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2.- ESTUDIO DEL ESTRES OXIDATIVO ASOCIADO
A DOS MODELOS, DE DISTINTA DURACION, DE
DIABETES EXPERIMENTAL EN ANIMALES.

2.1.- EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE ALOPURINOL
EN EL ESTATUS DE GLUTATION SANGUINEO.

Nuestro grupo de investigacion lleva afios trabajando en el
estudio del papel que juega la xantina oxidasa en la generacion de
radicales libres en la diabetes mellitus. Un indicador caracteristico de
estrés oxidativo es el aumento de la concentracion de glutation
oxidado con la consiguiente alteracion del estado redox del glutation.
Esto se traduce en un aumento del cociente GSSG/GSH (Ver
introduccion). Uno de los objetivos de la presente tesis doctoral fue el
de confirmar si la diabetes, en nuestros modelos experimentales, lleva
asociado un dafo oxidativo que se manifiesta en una alteracion del
estatus de glutation sanguineo. Con este objetivo determinamos la
concentracion de GSH, GSSG y calculamos el cociente GSSG/GSH

en la sangre de nuestros animales.

En figura IV.7 se puede observar un incremento significativo
del cociente en el grupo diabético (12 dias) respecto a los valores del
grupo control. Sin embargo el grupo diabético tratado con alopurinol
no presentd dicho incremento. Como en el estudio realizado a 12 dias,
decidimos analizar el cociente GSSG/GSH en sangre venosa de los
animales tratados durante 28 dias. Como podemos observar en la
figura IV.8 no encontramos ningin cambio significativo, en este

parametro, al comparar los distintos grupos y tratamientos.
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FIGURA V. 7: COCIENTE (GSSG/GSH) x 100 EN SANGRE
DE RATA. MODELO A CORTO PLAZO.
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Figura IV.7.: Cociente (gssg/gsh) en sangre de ratas diabéticas durante 12 dias . Los valores se expresan
como media + desviacion estandar. Grupo control (n=5), grupo diabético (n=4) y grupo diabético tratado con
alopurinol (n=5). Los grupos se compararon mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba U de
Mann-Whitney. *, p< 0,05 vs. Control; $$, p< 0,01 vs. Diabética.

FIGURA IV.8: COCIENTE (GSSG/GSH) x 100 EN SANGRE DE
RATA. MODELO A LARGO PLAZO.
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Figura IV.8.: Cociente (gssg/gsh) en sangre de ratas diabéticas durante 28 dias.
Los valores se expresan como media + desviacion estandar. Grupo control (n=4), grupo diabético (n=5) y grupo
diabético tratado con alopurinol (n=4).
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2.2.- EFECTO DE LA ADMINISTRAC}ION DE ALOPURINOL
SOBRE EL ESTATUS DE GLUTATION HEPATICO.

El higado es un tejido muy activo en la diabetes. Por ese
motivo decidimos estudiar el efecto de la enfermedad sobre el
cociente GSSG/GSH en el higado de nuestros animales. Los
resultados se recogen en la figura IV.9 donde podemos observar un
incremento significativo de los valores del cociente en el grupo
diabético, durante 12 dias, si lo comparamos con el grupo control. El
tratamiento con alopurinol, sin embargo, y también de forma
significativa previno dicho incremento.

El efecto de la enfermedad, en el grupo diabético durante 28
dias, sobre el cociente GSSG/GSH hepatico, lo podemos observar en
la figura IV.10. Del mismo modo que en el modelo experimental a
corto plazo, tras 28 dias de diabetizacion de los animales observamos
un incremento significativo en este marcador de estrés oxidativo al
compararlo con el grupo control. En este caso, sin embargo, la
administracioén de alopurinol no tuvo el efecto observado en el modelo
anterior (no disminuyé de forma significativa los valores del
cociente).

FIGURA IV. 9: COCIENTE (GSSG/GSH) x 100 EN HIGADO

DE RATA. MODELO A CORTO PLAZO.
2,57

*

2,07

1,57

Ratio (%)

1,01 [

0,51

0.0 Control Diabética Diabética

+ Alopurinol
Figura IV.9.: Cociente (gssg/gsh) en higado de ratas diabéticas durante 12 dias . Los valores se expresan como
media + desviacion estandar. Grupo control (n=3), grupo diabético (n=6) y grupo diabético tratado con alopurinol
(n=4). Los grupos se compararon mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba U de Mann-
Whitney.
*, p< 0,05 vs. Control; $ , p< 0,05 vs. Diabética.
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FIGURA 1V. 10: COCIENTE (GSSG/GSH) x 100 EN HIGADO
DE RATA. MODELO A LARGO PLAZO.
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Figura 1V.10.: Cociente (gssg/gsh) en higado de ratas diabéticas durante 28 dias. Los valores se expresan como
media + desviacion estandar. Grupo control (n=3), grupo diabético (n=6) y grupo diabético tratado con
alopurinol (n=4). Los grupos se compararon mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba U de
Mann-Whitney. *, p< 0,05 vs. Control;

2.3.- EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE ALOPURINOL
SOBRE LOS NIVELES DE MDA EN PLASMA.

Como previamente hemos indicado en la introduccion de la
presente tesis doctoral, el efecto de los radicales libres sobre los acidos
grasos poliinsaturados es una cascada de reacciones que se conoce con
el nombre de lipoperoxidacion. La degradacion de los lipoperdxidos
da lugar a la formacion de una gran variedad de aldehidos entre los
que se encuentran el 4-hidroxinonenal. y el MDA. Este ultimo ha sido
el parametro determinado, en este apartado de la tesis, como indice de
dafio a lipidos.

Como observamos en la figura IV.11, en nuestro modelo
experimental de ratas diabéticas durante 12 dias, no existe un aumento
en los niveles de MDA en plasma. Sin embargo, este incremento se
hizo evidente cuando prolongamos el estudio en el modelo de 28 dias.

En la figura IV.12 observamos un aumento significativo en los niveles

197



V- Resultados

de MDA en plasma en el grupo diabético durante 28 dias. La
administracion de dos dosis de alopurinol (32 mg/kg de peso) en las
30 y 6 horas previas al sacrificio de los animales, no tuvo ningn
efecto sobre los niveles plasmaticos de este marcador de
lipoperoxidacion.

FIGURA V. 11: NIVELES DE MDA EN PLASMA DE RATA.
MODELO A CORTO PLAZO.
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Figura IV.11.: Efecto de la administracion de alopurinol sobre la concentracion plasmatica de lipoperoxidos
en ratas diabéticas durante 12 dias. Los valores se expresan como media + desviacién estandar. Grupo
control (n=4), grupo diabético (n=7) y grupo diabético tratado con alopurinol (n=5).
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FIGURA 1V.12: NIVELES DE MDA EN PLASMA DE RATA.
MODELO A LARGO PLAZO.
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Figura 1V.12: Efecto de la administracion de alopurinol sobre la concentracion plasmatica de lipoperoxidos en ratas
diabéticas durante 28 dias. Los valores se expresan como media + desviacion estandar. Grupo control (n=4), grupo
diabético (n=5) y grupo diabético tratado con alopurinol (n=4). Los grupos se compararon mediante la prueba de

Kruskal-Wallis, seguida de la prueba U de Mann-Whitney. *, p<0,05 vs. Control;

2.4.- EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE ALOPURINOL
SOBRE LOS NIVELES DE MDA EN HIGADO.

Cuando estudiamos el higado de nuestros animales
observamos un aumento significativo en los niveles de MDA en los
dos grupos diabéticos, 12 y 28 dias, con respecto a sus respectivos
grupos control. En ambos casos la administracion de alopurinol
previno el incremento en este indice de lipoperoxidacion (Ver figuras
IV.13yIV.14).
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FIGURA 1V.13: NIVELES DE MDA EN HIGADO DE RATA.
MODELO A CORTO PLAZO.
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Figura 1V.13: Efecto de la administracion de alopurinol sobre la concentracion hepatica de lipoperoxidos en
ratas diabéticas durante 12 dias. Los valores se expresan como media + desviacion estandar. Grupo control (n=4),
grupo diabético (n=5) y grupo diabético tratado con alopurinol (n=4).

Los grupos se compararon mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba U de Mann-Whitney.

*, p< 0,05 vs. Control; $, p< 0,05 vs. Diabética.
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FIGURA IV.14: NIVELES DE MDA EN HIGADO DE RATA.
MODELO A LARGO PLAZO.
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Figura 1V.14: Efecto de la administracion de alopurinol sobre la concentracion hepatica de lipoperdxidos en
ratas diabéticas de 28 dias. Los valores se expresan como media + desviacion estandar. Grupo control (n=4),
grupo diabético (n=4) y grupo diabético tratado con alopurinol (n=5). Los grupos se compararon mediante la
prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba U de Mann-Whitney.

*, p< 0,05 vs. Control; $, p< 0,05 vs. Diabética.
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2.5.-EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE ALOPURINOL
SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA XANTINA
OXIDASA EN PLASMA DE RATA.

En nuestro laboratorio hemos demostrado que la xantina
oxidasa estd implicada en la generacion de radicales libres en la
diabetes, tanto tipo I (humana) como experimental. EI objetivo de
este apartado de los resultados fue el de confirmar que existe un
aumento de la actividad xantina oxidasa en plasma de animales
diabéticos asi como el efecto de la administracion de su inhibidor, el
alopurinol. Las figuras IV.15 y IV.16 muestran un aumento
significativo de la actividad plasmatica de la xantina oxidasa tanto en
el modelo de diabetes a corto plazo (12 dias) como en el modelo a
largo plazo (28 dias), frente al grupo control. Las figuras también
muestran como la administracion de alopurinol diminuyé de forma
muy significativa la actividad de la enzima, reduciendo sus valores

plasmaticos practicamente a 0 (U/L)
FIGURA 1V. 15: ACTIVIDAD XANTINA OXIDASA EN

PLASMA DE RATA. MODELO A CORTO PLAZO.
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Figura 1V.15: Actividad xantina oxidasa en plasma de ratas diabética durante 12 dias. Los valores se expresan
como media + desviacion estandar. Grupo control (n=5), grupo diabético (n=4) y grupo diabético tratado con
alopurinol (n=5). Los grupos se compararon mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba U de
Mann-Whitney. **, p<0,01 vs. Control; $$, p< 0,01 vs. Diabética.
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FIGURA V. 16: ACTIVIDAD XANTINA OXIDASA EN
PLASMA DE RATA. MODELO A LARGO PLAZO.
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Figura 1V.16: Actividad xantina oxidasa en plasma de ratas diabética durante 28 dias. Los valores se expresan
como media + desviacion estandar. Grupo control (n=5), grupo diabético (n=4) y grupo diabético tratado con
alopurinol (n=5). Los grupos se compararon mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba U de

Mann-Whitney. *, p<0,05 vs. Control; $$, p< 0,01 vs. Diabética.

2.6.-EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE ALOPURINOL
SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA XANTINA
OXIDASA EN HIGADO DE RATA.

A raiz de los resultados obtenidos en plasma de rata, nos
propusimos estudiar la actividad de la xantina oxidasa en otro tejido.
Los tejidos que mayor actividad xantina oxidasa y deshidrogenasa
presentan en rata son el higado y el intestino (ver capitulo de
Introduccién). Nuestro grupo de investigacion demostrd en el afio
2002 que la xantina oxidasa, en la diabetes, se libera desde el higado.
Por este motivo, decidimos estudiar la posible variacion de estas
actividades en el tejido hepatico en nuestros dos modelos
experimentales. Estos resultados se muestran en las Figura IV.17 y

IV.18. Como podemos observar en dichas figuras, la diabetes
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experimental en ratas lleva asociado un aumento (p<0.05) en la
actividad xantina oxidasa. La administracion de alopurinol inhibe, de
forma significativa, dicho incremento.
FIGURA IV.17: ACTIVIDAD XANTINA OXIDASA EN
HIGADO DE RATA. MODELO A CORTO PLAZO.
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Figura IV.17: Actividad xantina oxidasa en higado de ratas diabética durante 12 dias. Los valores se expresan
como media + desviacion estandar. Grupo control (n=3), grupo diabético (n=4) y grupo diabético tratado con
alopurinol (n=4). Los grupos se compararon mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba U de
Mann-Whitney. *y ** p<0,05y 0,01 vs. Control; $$, p< 0,01 vs. Diabética.

FIGURA 1V.18: ACTIVIDAD XANTINA OXIDASA EN
HIGADO DE RATA. MODELO A LARGO PLAZO.
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Figura 1V.18: Actividad xantina oxidasa en higado de ratas diabética de 28 dias. Los valores se expresan como
media £ desviacion estandar. Grupo control (n=5), grupo diabético (n=4) y grupo diabético tratado con
alopurinol (n=5). Los grupos se compararon mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba U de

Mann-Whitney. * y **, p< 0,05y 0,01 vs. Control; $$, p< 0,01 vs. Diabética.
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2.7.- EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE ALOPURINOL
SOBRE LA OXIDACION DE PROTEINAS EN HIGADO DE
RATA. MODELO A LARGO PLAZO.

En los procesos de dafo oxidativo a proteinas, algunos
aminoacidos como lisina, prolina y arginina, se oxidan dando lugar a
grupos carbonilo, de modo que el contenido en carbonilos de las
proteinas se puede emplear como un indicador de dafio oxidativo a las
mismas.  Este suele ser irreversible y puede conducir a la
desnaturalizacion de la proteina (Ver introduccion). En nuestro
estudio determinamos la oxidacion de proteinas en higado de rata
utilizando la técnica del Western blotting. Con esta técnica detectamos
los derivados carbonilo formados durante la diabetes por su reaccion
con la 2, 4-dinitrofenilhidracina.

Los resultados de la figura IV.19 muestran un aumento de la
oxidacion de proteinas en el grupo diabético, significativo en las de
bajo peso molecular. Este aumento se previno de forma significativa,

en el grupo de animales que recibieron alopurinol.
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FIGURA 1V.19: PROTEINAS OXIDADAS EN HIGADO DE
RATA. MODELO A LARGO PLAZO.
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Figura 1V.19:. Densitometria del western blot de la proteina oxidada con peso molecular de 29 kD, en
higado de ratas diabéticas durante 28 dias. La figura superior muestra la imagen de un experimento
representativo. En la parte de abajo se muestran los resultados densitométricos. Los valores se expresan
como media + desviacion estandar. Grupo control (n=3), grupo diabético (n=3) y grupo diabético tratado
con alopurinol (n=3). Los grupos se compararon mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba
U de Mann-Whitney.

** p<0,01 vs. Control; $$ p< 0,01 vs. Diabética.
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2.8.- EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE ALOPURINOL
SOBRE LOS NIVELES DE OXISTEROLES EN HIGADO DE
RATA. MODELO A CORTO Y LARGO PLAZO.

La oxidacion del colesterol libre comporta la adicion de un
grupo funcional del oxigeno sobre la estructura esteroidea del anillo o
sobre la cadena lateral, con formaciéon de los oxisteroles. La
caracterizacion de los principales oxisteroles de interés biologico se ha
efectuado en los dos modelos experimentales objeto de nuestro
estudio.

Respecto a la distribucion de cada oxisterol, en las tablas IV.6
y IV.7 observamos el porcentaje de fraccion molar de cada
compuesto. Entre los oxisteroles de mas presencia en el grupo de ratas
diabéticas durante 12 dias encontramos un aumento en el 70-OH y el
TRIOL, al compararlos con el grupo control. Sin embargo el grupo
diabético tratado con alopurinol no presentd dicho incremento.

En la tabla IV.7 en los grupos de ratas en las que la diabetes se
mantuvo durante 28 dias, encontramos que el 78-OH resulta ser el
oxisterol que mas aumenta seguido del B-EPOXY. Respecto al 73-OH
y en el grupo de animales diabéticos, observamos un incremento
significativo en comparacion con el grupo control. La administracion
de alopurinol no disminuye dicho incremento de forma

estadisticamente significativa.
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TABLA IV.6: % FRACCION MOLAR DE OXISTEROLES EN HIGADO DE RATA. TRATAMIENTO A CORTO PLAZO.

12 dias 7a-OH 7b-OH b-epoxy a-epoxy triolo 7-keto
% % % % % %
Control (4) 5,02+0,23 35,28 + 1,24 24,69 + 3,42 6,60 + 1,01 5,93 + 1,01 21,46 +2,34
Diabética (4) 10,62 + 1,47 * 41,99 + 12,49 15,51 +2,49 4,76 + 1,56 13,74 +£ 1,68 * 13,0 + 1,51
Diabética + Alopurinol (4) 6,10+ 1,95¢% 64,75 £ 16,74 13,56 +£2,43 3,25+0,94 3,40+1,31% 16,81 £10,51

Tabla 1V.6; Distribucion en porcentaje de fraccion molar de cada oxisterol en higado de ratas diabéticas durante 12 dias. Los valores se expresan
como media + desviacion estandar para el niimero de animales que aparece entre paréntesis Los grupos se compararon mediante la prueba de Kruskal-

Wallis, seguida de la prueba U de Mann-Whitney. *, p< 0,05 vs. Control; &, p< 0,05 vs. Diabética.

TABLA IV.7: % FRACCION MOLAR DE OXISTEROLES EN HIGADO DE RATA. TRATAMIENTO A LARGO PLAZO.

28 dias 7a-OH 7b-OH b-epoxy a-epoxy triolo 7-keto
% % % % % %
Control (4) 2,12+£0,01 53,63 +£6,58 18,18 £2,09 513+1,12 12,39 £ 6,26 6,37+1,79
Diabética (4) 3,37+£0,43 70,37+0,93 * 10,21 + 1,04 2,97 £ 0,69 3,17+0,03 7,66 + 0,54
Diabética + Alopurinol (4) 2,25 +0,38 64,14 +9,87 15,76 £3,04  435+1,20 431+1,59 8,96 + 4,07

Tabla IV.7: Distribucion en porcentaje de fraccion moral de cada oxisterol en higado de ratas diabéticas durante 28 dias. Los valores se expresan como
media + desviacion estandar para el nimero de animales que aparece entre paréntesis Los grupos se compararon mediante la prueba de Kruskal-Wallis,

seguida de la prueba U de Mann-Whitney. *, p< 0,05 vs. Control;
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La tabla IV.8. representa el porcentaje de oxisteroles totales, respecto
al colesterol presente en el higado de ratas diabéticas durante 12 dias.
Como se puede observar entre los tres diferentes grupos
experimentales no existe ningin cambio significativo.

TABLA 1V.8: PORCENTAJE DE OXISTEROLES TOTALES
RESPECTO AL COLESTEROL EN HIGADO DE RATA.
MODELO A CORTO PLAZO.

12 dias Oxisteroles totales / Colesterol
%
Control (4) 4,02 0,23
Diabética (4) 3,57+1,12
Diabética + Alopurinol (4) 4,44 + 1,23

Tabla 1V.8: Porcentajes de oxisteroles totales respecto al colesterol en higado de ratas diabéticas durante 12 dias. Los valores se
expresan como media + desviacion estandar para el nimero de animales que aparece entre paréntesis

El porcentaje de oxisteroles respecto al colesterol, sin
embargo, aumenta en el grupo diabético mantenido durante 28 dias.
La administracion de alopurinol, en este caso, no tiene ninguin efecto.

Ver tabla IV.9.

TABLA 1V.9: PORCENTAJE DE OXISTEROLES TOTALES
RESPECTO AL COLESTEROL EN HIGADO DE RATA.
MODELO A LARGO PLAZO.

28 dias Oxisteroles totales / Colesterol
%
Control (4) 3,69 £ 0,39
Diabética (4) 6,94 £ 0,07 *
Diabética + Alopurinol (4) 7,01 £0,77 *

Tabla 1V.9: Porcentajes de oxisteroles totales respecto al colesterol en higado de ratas diabéticas durante 28 dias. Los valores se
expresan como media + desviacion estandar para el nimero de animales que aparece entre paréntesis Los grupos se compararon
mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba U de Mann-Whitney. *, p< 0,05 vs. Control.
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3.- IMPLICACION DE NF«xB y LA CASCADA DE
SENALIZACION DEL FACTOR DE TRANSCRIPCION EN LA
DIABETES MELLITUS INDUCIDA CON
ESTREPTOZOTOCINA. PAPEL DE LA XANTINA OXIDASA.

La diabetes tipo I es una enfermedad autoinmune e
inflamatoria de los islotes pancreaticos. El desarrollo de la enfermedad
se acompaiia de la expresion coordinada de varios genes inflamatorios
en los islotes de Langerhans. Los factores de transcripcion que regulan
la expresion de genes inflamatorios pueden ser criticos en el desarrollo
de la diabetes mellitus (Ver introduccion).

Uno de los factores de transcripcion, sensibles al estado redox
y que juega un importante papel en la expresion de genes
inflamatorios, es el factor nuclear kB. En condiciones de reposo, esto
es, de no-activacion de NF-«kB, este factor nuclear esta en realidad en
forma de heterodimero, pues NF-kB permanece retenido en el
citoplasma gracias a la formacidén de un complejo con su inhibidor,
IkB, el otro miembro clave de este sistema de activacion
transcripcional. IkB presenta a su vez diferentes miembros: IkBa, B, y
(p105), 6 (p100), € y bel3. De todos ellos, el mas importante es sin
duda IxBa por su mayor presencia.

En este estudio nos planteamos determinar si la induccion de
diabetes en un grupo de animales podria activar la cascada de
senalizacion de NF-xB y el posible efecto de la administracion de

alopurinol.
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3.1.- FOSFORILACION DE IKK-B EN EXTRACTOS
CITOSOLICOS DE HIGADO DE ANIMALES DIABETICOS
DURANTE 12 DIAS. PAPEL DE LA XANTINA OXIDASA.

La cascada de sefializacion que induce la activacion del factor
nuclear kB se inicia con la fosforilacion del complejo IkB kinasa
(IKK), de alto peso molecular. Ademés de las dos subunidades
cataliticas: IKKo o IKKp, este complejo contiene una subunidad
reguladora 1llamada NEMO (Modulador esencial de NF-kB) o IKKy y
finalmente IKAP (Proteina asociada al complejo IKK). Esta tltima
parece actuar como mantenedor fisico de la estructura.

La fosforilacion de IKKa e IKKf constituye el paso previo para
la activacion del complejo. Las Serinas 180 y 181 son los sitios
especificos cuya fosforilacion supone un cambio conformacional de la
kinasa. Por este motivo decidimos de medir la proteina p-IKKp en
nuestro modelo de diabetes mantenida durantel2 dias.

En la figura IV.20 se puede observar, como la proteina se
fosforila en el grupo diabético y como en el grupo diabético con

alopurinol y el grupo control no se modifican.

210



V- Resultados

FIGURA 1V. 20: p-IKKB EN EXTRACTOS CITOSOLICOS DE
HIGADO DE RATA. MODELO A CORTO PLAZO.
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Figura 1V.20: Determinacion de la proteina p-IKK-B en higado de ratas diabéticas durante 12 dias mediante la
técnica de western blotting. La figura superior muestra la imagen de un experimento representativo. No se han
observado cambio en la expresion de la proteina o-tubulina en el mismo western blotting. En la parte de abajo se
muestran los resultados densitométricos. Los valores se expresan como media + desviacién estandar. Grupo control
(n=3), grupo diabético (n=3) y grupo diabético tratado con alopurinol (n=3). Los grupos se compararon mediante la
prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba U de Mann-Whitney. *, p< 0,05 vs. Control; $, p< 0,05 vs. Diabética.

Control ' Diabética

3.2.- EXPRESION DE IxB-a EN EXTRACTOS CITOSOLICOS
DE HIGADO DE ANIMALES DIABETICOS DURANTE 12
DIAS. PAPEL DE LA XANTINA OXIDASA.

Una vez comprobada la activacion de IKKp en el higado de
animales diabéticos, nos propusimos un estudio de la cascada de
sefalizacion mas inmediata que condiciona la traslocacion al nucleo
de este factor de transcripcion. En primer lugar nos centramos en el

analisis de la proteina IkB-a, inhibidor directo de NF-«kB.
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Determinamos la expresion de IkB-a en los extractos citosolicos de

higado de nuestros grupos de animales.

En la Figura IV.21. se muestra como la induccion de la
diabetes con estreptozotocina provoca una disminucion de la
expresion de IkB-a, con respecto al grupo control. La expresion de la
proteina inhibidora de NF-xB, sin embargo, no se modific6 con
respecto a los valores del grupo control, en el grupo tratado con

alopurinol.

FIGURA IV. 21: 1kB-a. EN EXTRACTOS CITOSOLICOS DE
HIGADO DE RATA. MODELO A CORTO PLAZO.
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Figura 1V.21: Determinacion de la proteina IxB-a en higado de ratas diabéticas durante 12 dias mediante la
técnica de western blotting. La figura superior muestra la imagen de un experimento representativo. No se han
observado cambio en la expresion de la proteina o-tubulina en el mismo western blotting. En la parte de abajo se
muestran los resultados densitométricos. Los valores se expresan como media + desviacion estandar. Grupo
control (n=3), grupo diabético (n=3) y grupo diabético tratado con alopurinol (n=3). .

Los grupos se compararon mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba U de Mann-Whitney.

* p<0,05 vs. Control; $, p< 0,05 vs. Diabética.
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3.3- FOSFORILACION DE IkB-aa EN EXTRACTOS
CITOSOLICOS DE HIGADO DE ANIMALES DIABETICOS
DURANTE 12 DIAS. PAPEL DE LA XANTINA OXIDASA.

La fosforilacion de IkB-a constituye el paso previo para la
degradacion de la proteina. Se ha comprobado que la fosforilacion de
IkB-a, en las Serinas 32 y 36, estimula la conjugacion con la
ubiquitina y posterior degradacion por el proteasoma de la proteina, lo
que supone la activacion de NF-kB. Por este motivo decidimos medir
p-IkB-a en nuestro modelo de ratas tratadas durantel2 dias. En la
figuras IV.22 observamos como la proteina se fosforila en el grupo de
animales diabéticos, mientras que la administraciéon de alopurinol

supone una disminucion clara de dicha fosforilacion.

FIGURA 1V. 22: p-IxB-o. EN EXTRACTOS CITOSOLICOS DE
HIGADO DE RATA. MODELO A CORTO PLAZO.
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Figura 1V.22:. Determinacion de la proteina p-IkB-a en higado de ratas diabéticas durante 12 dias mediante la técnica de
western blotting. La figura superior muestra la imagen de un experimento representativo. No se han observado cambio en la
expresion de la proteina a-tubulina en el mismo western blotting. En la parte de abajo se muestran los resultados
densitométricos. Los valores se expresan como media + desviacion estandar. Grupo control (n=3), grupo diabético (n=3) y
grupo diabético tratado con alopurinol (n=3). Los grupos se compararon mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de
la prueba U de Mann-Whitney. *y **, p<0,05y 0,01 vs. Control; $, p< 0,05 vs. Diabética.
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3.4-TRASLOCACION AL NUCLEO DE NF-kB EN HIGADO
DE ANIMALES DIABETICOS DURANTE 12 DIAS. PAPEL DE
LA XANTINA OXIDASA.

La forma activa de NF-xB en células estd formada
normalmente por dos subunidades con capacidad de unién a ADN:
p50 y p65 (también llamada Rel A). Este heterodimero presenta una
elevada afinidad por decdmeros de ADN de secuencia consenso 5'
GGGRNNYYCC 3'. Tanto p50 como p65 presentan una region de
aproximadamente 300 aminoacidos con la homologia minima
necesaria para la union a ADN y para la dimerizacion.

Dada la importancia que NF-kB puede tener en la diabetes
decidimos estudiar la activacion del factor nuclear kB en extractos
nucleares de higado con la técnica del Western blot. Utilizamos, para
ello, un anticuerpo especifico de la subunidad p65 del factor de
trascripcion.

En la Figura IV.23, se muestra como la diabetes induce la aparicién
de la subunidad p65 en el interior del nucleo y por tanto la activacion
de NF-xB. De la misma forma podemos ver como la administracion
de alopurinol previene dicha activaciéon devolviendo los niveles de

NF-«B a valores cercanos al reposo.
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FIGURA 1V. 23: NF-xB (p65) EN EXTRACTOS NUCLEARES
DE HIGADO DE RATA. MODELO A CORTO PLAZO.
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Figura 1V.23: Determinacion del factor de trascripcién NF-kB en higado de ratas diabéticas durante 12 dias, mediante western
blotting. La figura superior muestra la imagen de un experimento representativo. En la grafica inferior se muestran los resultados
densitométricos. Los valores se expresan como media + desviacion estandar. Grupo control (n=3), grupo diabético (n=3) y grupo

diabético tratado con alopurinol (n=3). Los grupos se compararon mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba U de
Mann-Whitney.

*,p<0,05 vs. Control; $, p< 0,05 vs. Diabética.
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3.5.- E?(PRESION DE iNOS y COX-2 EN EXTRACTOS
CITOSOLICOS DE HIGADO DE ANIMALES DIABETICOS
DURANTE 28 DIAS. PAPEL DE LA XANTINA OXIDASA.

En los resultados presentados hasta ahora hemos visto como la
diabetes puede activar la via por la que sefiales extracelulares se
convierten en respuestas intracelulares, en definitiva puede influir en
la sefalizacion intracelular. La inhibicion de esta cascada de
sefializacién con alopurinol apunta hacia el estrés oxidativo, como
mecanismo de control de dicho proceso, y concede protagonismo a las
ERO derivadas de la xantina oxidasa.

En este apartado nos planteamos estudiar el efecto de la
diabetes sobre la expresion de las proteinas iNOS y COX2 en
extractos citosolicos y el efecto de la administracion de alopurinol. En
la figura 1V.24. y IV.25 se muestra como la diabetes induce la
expresion de ambas proteinas (iINOS y COX2), mientras que la
administracién de alopurinol supone una disminucion clara de dicha

induccion.
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FIGURA 1V. 24: EXPRESION DE iNOS EN HIGADO DE
RATA. MODELO A LARGO PLAZO.
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Figura IV.24: Determinacion de la proteina iNOS en higado de ratas diabéticas durante 28 dias, mediante western
blotting. La figura superior muestra la imagen de un experimento representativo. No se han observado cambio en la
expresion de la proteina a-tubulina en el mismo western blotting. En la grafica inferior se muestran los resultados
densitométricos. Los valores se expresan como media = desviacion estandar. Grupo control (n=4), grupo diabético
(n=5) y grupo diabético tratado con alopurinol (n=5). Los grupos se compararon mediante la prueba de Kruskal-
Wallis, seguida de la prueba U de Mann-Whitney. * ,p< 0,05 vs. Control; $, p< 0,05 vs. Diabética.
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FIGURA 1V. 25: EXPRESION DE COX-2 EN HIGADO DE
RATA. MODELO A LARGO PLAZO.
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Figura IV.25: Determinacion de la proteina COX2 en higado de ratas diabéticas durante 28 dias, mediante
western blotting. La figura superior muestra la imagen de un experimento representativo. No se han
observado cambio en la expresion de la proteina a-tubulina en el mismo western blotting. En la grafica
inferior se muestran los resultados densitométricos. Los valores se expresan como media + desviacion
estandar. Grupo control (n=4), grupo diabético (n=5) y grupo diabético tratado con alopurinol (n=54. Los
grupos se compararon mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba U de Mann-Whitney.
** p< 0,01 vs. Control; $, p< 0,05 vs. Diabética.

3.6.- EXPRESION DE o-TUBULINA EN EXTRACTOS
CITOSOLICOS DE HIGADO DE RATA.

Determinamos la expresion de la proteina a-tubulina como
normalizador en los extractos citosélicos de higado de nuestros grupos
experimentales. En las figuras IV.26 observamos como no existen
diferencias significativas en la expresion de esta proteina entre las
distintas muestras. Pese a que realizamos este ensayo en cada uno de

los geles mostrados en la tesis doctoral, hemos considerado
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conveniente presentar en este apartado Unicamente un gel
representativo de toda la serie realizada.

FIGURA V. 26: WESTERN BLOT REPRESENTATIVO DE a
TUBULINA EN EXTRACTOS CITOSOLICOS DE HIGADO
DE RATA.

o-tubulina = =+ = ] —F —

Figura IV.26:. Western blot de tubulina. El ensayo se realiz6 siguiendo las instrucciones del producto de
SIGMA ALDRICH.
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V. DISCUSION

1.- ESTRES OXIDATIVO EN LA DIABETES
EXPERIMENTAL.

1.1. OXIDACION DEL GLUTATION

La cantidad de articulos que relacionan la diabetes mellitus con
el estrés oxidativo ha experimentado un crecimiento exponencial en
los tltimos afios. Una busqueda en la base de datos PubMed muestra
que el nimero de publicaciones en esta area entre los afios 1995-2005
es 26 veces mayor que en el periodo comprendido entre 1985-1995.

Las primeras observaciones recogidas, en este sentido,
mostraban una disminucion en el contenido de GSH en los eritrocitos
de animales diabéticos y un incremento en los perdxidos lipidicos en
plasma. Del mismo modo se han demostrado modificaciones en la
actividad de enzimas antioxidantes (195, 272), en el metabolismo
hepatico del glutation (273) (221) y en la produccion de radicales
libres debido a reacciones asociadas con metales pesados (199). Los
resultados que presentamos en la presente tesis doctoral corroboran
estos datos. De hecho, hemos observado que la diabetes va
acompanada de wuna modificacion del estatus de glutation,
fundamentalmente debido a un aumento del GSSG, tanto en sangre,
como en higado de ratas diabetizadas con estreptozotocina. Debemos
tener en cuenta que el estatus del glutation es uno de los mejores
indicadores de estrés oxidativo (121). Algunos autores han estudiado
el efecto de la diabetes sobre los niveles de glutation. Asi en ratas
diabetizadas con estreptozotocina se ha observado una disminucién
del glutation en cristalino (202) en el higado (274, 275) y en el cerebro

(276). Asimismo se han encontrado resultados en ese sentido en
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eritrocitos de personas diabéticas tipo I (277) y tipo II (278). En el
contexto de estrés oxidativo, es mucho mas relevante estudiar el
estatus del glutation (relacion glutation oxidado/glutation reducido)
que los niveles absolutos del mismo, ya que estos ultimos estan
sujetos a variaciones severas en funcion del estado nutricional, sobre
todo a nivel hepatico (279). Pocos autores han estudiado el estatus del
glutation en la diabetes, quizas debido a la dificultad para determinar
correctamente la forma oxidada (21). McLennan y colaboradores
(1991) (273) analizaron el estatus hepatico de glutation en ratas
diabetizadas con estreptozotocina y, al contrario que los resultados
que presentamos en esta tesis doctoral, no observaron una oxidacién
del glutation hepatico. Estas discrepancias se pueden deber a
problemas metodolégicos, ya que estos autores obtienen un valor de
glutation oxidado de 1085 nmoles/g de higado en ratas controles para
un glutation total de 5730 nmoles/g de higado. Si se asume que la
glutation reductasa se encuentra en equilibrio, la relacion GSH/GSSG
deberia de ser en higado de al menos 10> (128). Esta relacion jamas se
ha obtenido, por tanto debemos suponer que la reaccion catalizada por
la glutatién reductasa no se encuentra en equilibrio. Sin embargo,
todos los trabajos experimentales que han utilizado una metodologia
adecuada, han obtenido una relacion GSH/GSSG en higado de
aproximadamente dos ordenes de magnitud (280) (281) (282). En el
estudio realizado por McLennan y colaboradores (1991) (273), los
valores de glutation reducido solamente triplican los valores de la
forma oxidada, por lo que sospechamos que durante el procesado de la
muestra se ha producido una auto-oxidacion importante del glutation

reducido.
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1.2. NIVELES DE LIPOPEROXIDOS.

Otro parametro de estrés oxidativo que hemos determinado son
los niveles de malondialdehido (MDA), en plasma e higado de ratas
diabetizadas con estreptozotocina. E1 MDA es un producto formado a
partir de la hidrolisis acida, a 100° C, de los lipoperoxidos. Los
lipoperoxidos se forman como resultado de una cadena de reacciones
de peroxidacion de lipidos de membranas plasmaticas, que ocurre en
presencia de radicales libres de oxigeno. En todos los casos, excepto
en los niveles de MDA en el grupo de diabetes a corto plazo,
observamos un aumento de la lipoperoxidacion asociado a la diabetes.
Estos resultados concuerdan con los obtenidos previamente por otros
autores. Asi, por ejemplo, se ha visto un aumento de la
lipoperoxidacion en pacientes diabéticos respecto a sujetos sanos
(204, 283, 284). En ratas diabetizadas con estreptozotocina se ha
observado un aumento de la lipoperoxidacion en plasma de eritrocitos
(285), en corazdn (283), en retina (286), en nervio ciatico (287), en
rindén y en higado (284). En este ultimo organo se han estudiado los
incrementos en los niveles de TBARS en modelos experimentales de
diabetes inducida con estreptozotocina y mantenida entre 0 y 6
semanas. En este sentido se ha demostrado que los niveles de TBARS
aparecen aumentados de forma temprana 'y aumentan
progresivamente.  Sin embargo, existe un estudio donde se ha
observado una disminucion en los niveles de malondialdehido en
higado de ratas diabetizadas con estreptozotocina respecto a los
controles (273). Este es el mismo trabajo donde, como hemos
comentado anteriormente, tampoco se observd una oxidacion del

glutation hepatico.
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1.3. PROTEINAS OXIDADAS.

Todos los aminoacidos presentes en las proteinas tienen
residuos susceptibles de ser atacados por los radicales libres, sobre
todo por el radical hidroxilo (94). Sin embargo, la tirosina, la
fenilalanina, el triptéfano, la histidina, la metionina y la cisteina son
los que mas procesos oxidativos sufren (95). Esta oxidacion puede dar
lugar a un cambio conformacional de la proteina y, por tanto, a una
pérdida o modificacion de su funcion biologica (288), de la afinidad
de los factores de transcripcion por el DNA (289) y de su
susceptibilidad para la proteolisis (290).

La modificacion oxidativa de proteinas por ERO ocurre en
situaciones tanto fisioldgicas como patoldgicas. Como consecuencia
de dicha modificacion, se introducen grupos carbonilo en las proteinas
por un mecanismo especifico. Los aminoacidos lisina, prolina y
arginina, se oxidan dando lugar a grupos carbonilo, de modo que el
contenido en carbonilos de las proteinas se puede emplear como un
indicador de dafio oxidativo a las mismas (290). Otros aminoacidos
como histidina, cisteina y metionina, también sufren dafio oxidativo,
pero no forman derivados de tipo carbonilo (291). El dafio oxidativo
suele ser irreversible y puede conducir a la desnaturalizacion de la

proteina (98).

Varios grupos de investigacion han utilizado la oxidacion de
proteinas como marcador de estrés oxidativo en higado, rifiéon y
plasma de animales diabéticos (292) (275, 293, 294). Estos trabajos
se han basado en la cuantificacion del contenido de carbonilos en las
proteinas por su reaccion con la dinotrofenilhidracina (DNPH) para
formar derivados hidrazona (295) (296). En la presente tesis
determinamos la oxidacion de proteinas en higado de rata utilizando la

técnica del Western Blotting lo que permite una aproximacion al peso
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molecular de la proteina oxidada (297). Las senales de oxidacién
proteica que encontramos fueron especialmente visibles en proteinas
con bajos pesos moleculares 20-40 kDa, aunque la diferencia entre los
3 grupos experimentales se evidencid en las proteinas con un peso
molecular de ~29 kDa. Esto indica que algunas proteinas son mas
sensibles a la formaciéon de derivados carbonilo, bajo nuestras
condiciones experimentales, que otras. También sugiere que cierta
forma de dafio oxidativo tiene lugar selectivamente. Nuestros
resultados coinciden con los publicados por varios grupos de
investigacion que han demostrado un aumento en la oxidacion de
proteinas en extractos citosolicos de higado de animales diabéticos
(292) (275). Sin embargo contrastan con los publicados por el grupo
de Portero-Otin (297). Estos autores encontraron una disminucion en
la intensidad de las bandas correspondientes a los niveles de proteinas
oxidadas en higado y rifidén de ratas diabetizadas con estreptozotocina.
Estas diferencias en los resultados obtenidos consideramos que
pueden estar relacionadas con el modelo experimental utilizados por
estos autores. De hecho un trabajo publicado en el 1998 demuestra
que la peroxidacion lipidica, y no Ila glicacién, provoca
modificaciones en los grupos carbonilos de las proteinas. Dado que la
lipoperoxidacion estd aumentada en la diabetes, esto podria conducir a

un aumento de los grupos carbonilo en las proteinas (298).

1.4. OXISTEROLES.

El colesterol posee un doble enlace entre los carbonos 5 y 6 del
anillo aromatico, susceptible de sufrir oxidacion. De esta manera,
cuando el colesterol, presente en muestras biologicas o en materias
primas, u otros productos oleosos que lo contienen, es sometido a una

oxidacion, da origen a una serie de productos , de diferente estructura,
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ain no del todo definidos quimicamente, que se identifican
colectivamente con el nombre de oxisteroles (106). Distintos estudios
in vitro han permitido demostrar diferentes actividades bioquimicas y
biologicas de estas moléculas (299). Los oxisteroles se han
relacionado con el fendmeno de la apoptosis (300, 301) y con las
progresion de distintas patologias tales como la arterosclerosis (302).
Se sabe que el riesgo de padecer esta enfermedad aumenta
significativamente en presencia de altos niveles de 7B-OH en plasma
(302). Asimismo, en un estudio epidemiologico publicado en 1999
se evidencid la existencia de una correlacion positiva entre el alto
riesgo de enfermedad cardiovascular y las elevadas concentraciones
plasmaticas de 7B-OH (303). Muchas de estas alteraciones estan
implicadas también en la diabetes (304). En este sentido las
concentraciones de oxisteroles en plasma de pacientes con diabetes se
han relacionado con las complicaciones asociadas a esta patologia
(305) (306).

Nuestros experimentos muestran un incremento en los valores
de oxisteroles hepaticos asociados a los dos modelos de diabetes
experimental. El 70-OH se muestra significativamente incrementado
en el modelo de diabetes a corto plazo (12 dias), mientras que el 7f3-
OH Ilo hace en el modelo a largo plazo (28 dias). Estos resultados
corroboran hallazgos previos publicados por otros grupos de
investigacion en los que, utilizando un modelo experimental muy
similar al nuestro, realizan estas determinaciones en higado (304) y
corazdn (307).

La administracion de alopurinol mostro ser efectiva en la
disminucién de los niveles de 7a-OH en el modelo a corto plazo. Sin
embargo, en el modelo a largo plazo la administracion de alopurinol
no tuvo ningun efecto sobre los niveles de oxisteroles aumentados.

Estos resultados demuestran que el mecanismo de formacion de
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radicales libres en un modelo de diabetes experimental a largo plazo
(28 dias) no solo implica la activacion de la enzima xantina oxidasa.
Pese a las evidencias experimentales mostradas en la presente
tesis, la hipotesis de que durante la diabetes se produce un incremento
del estrés oxidativo ha sido cuestionada por algunos autores (308).
Estos sugirieron que la estreptozotocina genera dafio oxidativo per se
y que, por tanto, no es la enfermedad la responsable del estrés
oxidativo determinado en este modelo experimental (308). Sin

embargo los siguientes hechos contradicen esta afirmacion:

1) Diversos grupos de investigacion han demostrado un
aumento en distintos marcadores de estrés oxidativo en sujetos
diabéticos (221) (264, 309)

2) Se han demostrado modificaciones oxidativas en distintos
modelos de diabetes experimental en las que no se ha utilizado
estreptozotocina (310, 311)

3) Nuestros experimentos muestran que existe un periodo de
tiempo, de aproximadamente una semana, tras la administracion de la
estreptozotocina, pero antes de que hagan su aparicion los signos de
diabetes, en los que no observamos ningiin cambio en los marcadores
de estrés oxidativo. Unicamente cuando la hiperglucemia y la
hipercetonemia aparecen observamos aumentos en la oxidacion del
glutation e incrementos en los niveles de lipoperoxidos en plasma
(221).
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2.- DANO HEPATICO Y DIABETES.

Las complicaciones cronicas de la diabetes son fundamentalmente
vasculares. A grandes rasgos éstas pueden afectar tanto a los vasos de
mediano o gran calibre (MACROANGIOPATIA), como a la
microcirculacion (MICROANGIOPATIA). Las lesiones
microvasculares se localizan tipicamente a nivel renal (neuropatia
diabética), retiniano (retinopatia diabética) o nervioso (neuropatia
diabética) (2). El higado, por tanto, no es un érgano al que se le haya
prestado excesiva atencion en la diabetes. En la presente tesis doctoral
y en diversos trabajos recogidos en la bibliografia (292) (273) (274)
se demuestra que el dafio oxidativo ocurre no Unicamente en los
organos vulnerables a las complicaciones del diabético, sino también
en aquellos organos sin signos aparentes de complicaciones. En un
estudio publicado en 1999 los autores demostraron que en los modelos
experimentales de diabetes inducida con estreptozotocina se observa
una hepatomegalia que puede ser debida a una hiperplasia temprana y
una disminucion de la apoptosis (312). Se sabe que la diabetes
predispone a esteatohepatitis no alcohdlica que progresa en 5-20% de
los casos a cirrosis (313) (314). El riesgo de desarrollar carcinoma
hepatocelular también estd aumentado en personas con diabetes,
particularmente entre pacientes con otras causas de enfermedades
hepaticas graves, tales como hepatitis C o cirrosis alcohdlica (315,
316).

Un estudio epidemiologico reciente ha demostrado que los pacientes
diabéticos tienen un riesgo muy elevado (casi el doble) de padecer
fallo hepatico al compararse con pacientes no diabéticos (316) (317).
La diabetes, por tanto, puede desembocar en una enfermedad hepatica
severa. Entre un 10 y un 20% de pacientes con cirrosis son diabéticos

y una gran proporcion muestran intolerancia a la glucosa (318) (319).
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Ademas la diabetes descontrolada se acompafia de fallo hepatico
fulminante (320).

En nuestro modelo experimental de diabetes a corto plazo hemos
encontrado un aumento significativo en el marcador de dafo hepatico
ALT y en las areas de necrosis determinadas mediante tincion con
hematoxilina-eosina.

Los motivos del aumento en el riesgo de fallo hepatico en los
pacientes diabéticos se desconocen. Algunos autores consideran que la
mayor exposicion de estos enfermos a medicamentos hepatotoxicos y
su mayor susceptibilidad pueden ser una de las causas. (316) (317).
Otro de los motivos puede ser el aumento de la lipolisis y la liberacion
de acidos grasos libres que son captados por el higado en los
enfermos de diabetes. Los 4cidos grasos libres son potencialmente
citotoxicos y causan hinchazon mitocondrial, fragilidad lisosomal y
dafio a membranas celulares (321).

Los resultados comentados hasta el momento sugieren que el estrés
oxidativo asociado a la diabetes es sistémico y no se restringe a los

organos o tejidos que presentan los sintomas clinicos.
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3.- DIABETES E INFLAMACION.

La diabetes tipo I es una enfermedad autoinmune e
inflamatoria de los islotes pancreaticos (322). La inyeccion de
estreptozotocina se puede considerar el modelo animal de diabetes
tipo I (323) ya que el paciente diabético, al igual que el animal que
recibe una dosis de estreptozocina comparten semejanzas tanto
histoldgicas como clinicas. (322). Diversos e importantes factores
pato-fisiologicos en el desarrollo de las complicaciones asociadas a
esta enfermedad (hiperglucemia, hiperlipidemia, formacion vy
acumulacion de productos de glicacion avanzada, estrés oxidativo) y
la disminucion progresiva y simultanea de los mecanismos de defensa
antioxidante pueden desembocar en la activacion de NF-kB (324)
(325).

NF-kB es un factor de transcripcidon primario, ubicuo y con un
mecanismo de activacion basicamente inico (si se considera al propio
factor y a su represor), pero que sin embargo responde a una gran
cantidad de senales, y activa también a una importante cantidad de
genes (266). NF-kB tiene una evidente importancia en el sistema
inmune (326). Es especialmente conocido por su papel en los
mecanismos inflamatorios (y con ellos en las patologias con base
inflamatoria, entre otras) por ser un elemento pivotal en el inicio y
perpetuacion de éstos. Su respuesta a toda una serie de sefializadores
iniciales en estos fenomenos y su capacidad para inducir la sintesis de
mas mediadores de todo tipo han hecho de este heterodimero y la ruta
que lo incluye un foco de atencion en la investigacion relacionada con
todo tipo de enfermedades con base inflamatoria como es la diabetes.

El factor de transcripcion NF-«kB estd compuesto por
miembros de la familia Rel. En mamiferos estas proteinas incluyen:
(NF-xB 1), p65 (RelA), p52 (NF-xB2), RelB, c-Rel, p105, and p100
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(265). NF-xB se encuentra presente en el citoplasma en un estado
inactivo, unido a las proteinas inhibidoras IxB. El factor nuclear se
puede activar por una gran cantidad de estimulos tales como: H,0O,,
citocinas pro-inflamatorias TNF-a., interleucinas IL-1,IL-6 y LPS. En
el proceso se produce la fosforilacion de IxkBa e IkBf por la kB
kinasa (IKK). La fosforilacion por IKK, dispone a IkB para la
ubiquitinacién y posterior degradacion proteolitica por el proteasoma
26S (327).

Recientemente se ha demostrado la presencia de NF-xB
activado en células mononucleares sanguineas de pacientes diabéticos
tipo I (325, 328) y en higado de animales diabéticos (329). Nuestros
resultados concuerdan con los previamente publicados y demuestran
que la via de sefializacién de NF-kB es activada durante un modelo de
diabetes a corto plazo. El estudio de la secuencia temporal de
acontecimientos moleculares muestra un aumento de la subunidad p65
del factor nuclear, en extractos nucleares de higado en los animales
diabéticos durante 12 dias. Del mismo modo muestra un descenso en
los niveles de IkBa acompafiados por un incremento en la su
fosforilacion y de la de su Kinasa, IKK[3, en los extractos citosolicos
de los animales que padecen la enfermedad. Del mismo modo, dos de
los genes cuya expresion se encuentra regulada por este factor de
transcripcion, iINOS y COX-2 (330), mostraron un incremento
significativo en su expresion Unicamente en el grupo de animales
diabéticos durante 28 dias. La activacion de iNOS contribuye a la
hiperfiltraciéon y microalbuminuria que caracteriza la nefropatia
diabética temprana (331). La diabetes se ha demostrado que esta
relacionada con un aumento en la actividad y en la expresion de iNOS
en higado de ratas tratadas con estreptozotocina. Del mismo modo se
ha visto que los niveles de 6xido nitrico estdn significativamente

elevados en los higados de animales diabéticos en fases muy
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tempranas de la enfermedad (332). En este contexto el 6xido nitrico
puede reaccionar con el radical superdxido para generar una especie
altamente reactiva como es el peroxonitrito, lo que supondria un dafio
mas agresivo tanto oxidativo como nitrosativo.

Por otra parte la activacion del Factor Nuclear kB, en nuestro
modelo de diabetes experimental, se acompafia de un aumento
significativo de la infiltracion de neutrofilos y en los niveles de las
citocinas pro-inflamatorias IL-6 y IL-1B en el tejido hepatico en los
dos modelos de diabetes (corto y largo plazo). Diversos autores han
descrito la relacion entre el Factor Nuclear kB y la produccion de
mediadores inflamatorios entre los que se encuentran TNF-a, IL-6 y
IL-1PB (333).

Por tanto el estrés oxidativo asociado a la diabetes puede ser el
detonante de la activacion de cascadas de sefalizacion pro-
inflamatorias, entre las que se encuentra el Factor Nuclear kB. La
activacion de NF-«xB en higado se hace evidente a los 12 dias del
diagnostico de la enfermedad y se acompafia de un aumento en los
niveles de citocinas proinflamatorias IL-6 y IL-1B. Sin embargo, la
expresion de dos de las proteinas reguladas por este factor y
relacionadas con las complicaciones asociadas a la enfermedad, iNOS
y COX-2, es unicamente evidente en el modelo de diabetes a largo
plazo (28 dias).
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4- MECANISMOS DE GENERACION DE
RADICALES LIBRES EN LA DIABETES. PAPEL DE
LA XANTINA OXIDASA.

Como hemos comentado en este aparatado de la tesis, muchos
autores han demostrado que durante la diabetes se produce un estrés
oxidativo (334-336). La mayoria de los trabajos se han centrado en el
estrés oxidativo producido por la auto-oxidacion de la glucosa o en el
dafio producido por la glicosilacion no enzimatica de las proteinas.
Asi por ejemplo, se ha observado que la lipoperoxidacion en
eritrocitos humanos se correlaciona directamente con los niveles de
hemoglobina glicosilada en personas diabéticas (283). Es mas, se ha
visto que la incubacion de eritrocitos humanos en un medio
hiperglucémico produce un aumento de la peroxidacion y un aumento
de la fragilidad osmotica (283). También se ha demostrado que la
preincubacion de segmentos aorticos con hemoglobina glicosilada
produce alteraciones en el endotelio que repercuten sobre el tono
vascular (337). En células endoteliales humanas en cultivo se ha
observado que los niveles elevados de glucosa producen una
induccion de las enzimas antioxidantes, posiblemente debido a un
mecanismo de adaptacion (190). Todos estos datos nos indican que la
hiperglucemia produce estrés oxidativo. Pese a ello, la variacién
durante el proceso diabético de otros mecanismos de produccion de
radicales libres en sistemas biologicos no ha sido estudiada en
profundidad. Como hemos comentado en el apartado de introduccion,
la principal fuente de radicales libres en el organismo es la
mitocondria (146). Es por este motivo que nuestro grupo de
investigacion decidié estudiar el papel de la mitocondria en el estrés
oxidativo asociado a la diabetes. Con este fin, fueron aisladas
mitocondrias de diversos tejidos (higado, riiidén y corazon) de ratas

diabetizadas con estreptozotocina y, por técnicas de citometria de
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flujo, se determind el potencial de membrana y la produccion de
peroxidos intramitocondriales. Como resultado de estos experimentos
no se observo ninguna diferencia en ninguno de los tejidos estudiados,
en cuanto a la produccion de perodxidos por la mitocondria aislada en
animales diabéticos (221). Tan solo se detectdé un aumento del
potencial de membrana en las mitocondrias aisladas de higado de rata
diabética lo que se explicaria teniendo en cuenta que este drgano,
durante la patologia, es “hiperfuncionante”. En este sentido, se ha
observado en estudios de microscopia electronica, un aumento muy
importante del nimero de mitocondrias en higado de ratones
diabetizados con estreptozotocina, siendo la estructura de estas
mitocondrias aparentemente normal (338). Por tanto, podemos afirmar
que la mitocondria no esta implicada en la produccién de estrés

oxidativo en nuestro modelo experimental de diabetes.

En el apartado de Introduccion hemos comentado que otra
fuente importante de radicales libres en medios bioldgicos es la
reaccion catalizada por la xantina oxidasa (221) (339). Para evaluar el
papel de esta fuente en primer lugar determinamos la actividad xantina
oxidasa, tanto en plasma como en higado de ratas diabetizadas con
estreptozotocina, en los dos modelos experimentales objeto de estudio.
Como podemos observar en el apartado de Resultados, encontramos
un incremento significativo en los valores de la enzima tanto en
plasma como en higado de los animales diabéticos.

La xantina oxidasa se ha implicado en el dafio oxidativo
producido en los modelos de isquemia-reperfusion, tanto en animales
de experimentacion (340) como en seres humanos (171). El aumento
de la actividad xantina oxidasa observado tanto en el higado como en
el plasma de nuestros modelos experimentales de diabetes es de gran
relevancia, ya que en determinadas patologias se ha relacionado a la

xantina oxidasa con el dafio producido a nivel del endotelio (79, 80).
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Del mismo modo se ha visto que existe una correlacion entre la
actividad xantina oxidasa y los valores de hemoglobina glicosilada
(341). Se sabe que en las células endoteliales existen unos
glicosaminglicanos que son capaces de unir de una forma reversible a
la xantina oxidasa (85). Estos glicosaminglicanos son sintetizados por
todas las células vasculares y se localizan en el interior de granulos
secretores y en la matriz extracelular (342). Ademads intervienen en
funciones tan importantes como son la adhesion, proliferacion y
diferenciacion celular (80), asi como en la internalizacion de
macromoléculas a la célula. La union de la xantina oxidasa a los
glicosaminglicanos es inhibida de una forma competitiva por la
heparina (85) (80). La xantina oxidasa unida a los glicosaminglicanos
se ha relacionado con alteraciones de las funciones endoteliales en la
hipercolesterolemia tanto en animales de experimentacion (80), como
en seres humanos (343). Por tanto, en nuestro modelo experimental un
aumento de la actividad xantina oxidasa en plasma da lugar a un
incremento de su actividad unida a los glicosaminglicanos en la pared
vascular, con la consiguiente alteracion de la funcion endotelial y
dafio por un incremento en la produccion de radical superdxido (221).
Debemos tener en cuenta que el radical superoxido puede inactivar al
oxido nitrico, que es el principal agente vasodilatador derivado del
endotelio (344), ademas en esta reaccion se forman peroxinitritos, de
caracter altamente citotoxico (93). Es mas, el oxido nitrico inhibe la
adhesion de los neutrofilos a la superficie de los vasos (344).

Por tanto, la xantina oxidasa puede ser la llave que inicie todos
los mecanismos fisiopatoldgicos que den lugar a una alteracion en la
funcionalidad vascular observada en la diabetes (221). Estos
resultados publicados por nuestro grupo de investigacion fueron
confirmados por un grupo japonés un afio mas tarde (339). Estos

autores encontraron un aumento en la actividad XO en plasma y en la
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produccion de radical superdxido en ratones diabéticos y su inhibicion
con la administracion de alopurinol.

Nos gustaria sefialar, en este apartado de la discusion, que el
aumento en la actividad XO en diabetes inducida con estreptozotocina
se ha demostrado tanto en cerebro (hipocampo, cortex, cerebelo y

médula espinal) (345) como en rifion de animales (346).

4.1. ORIGEN DE LA XANTINA OXIDASA EN LOS
MODELOS DE DIABETES EXPERIMENTAL INDUCIDA CON
ESTREPTOZOTOCINA.

Una cuestion importante que nos planteamos en trabajos
previos en nuestro grupo de investigacion es el origen de ese exceso
de actividad xantina oxidasa encontrado en el plasma de ratas
diabetizadas con estreptozotocina. Como hemos comentado en la
seccion de resultados en la presente tesis determinamos la actividad
xantina oxidasa en higado en los dos modelos experimentales de
diabetes. En ambos casos encontramos un aumento muy significativo
en los animales que padecen la enfermedad. Sabemos que los tejidos
que mas actividad xantina oxidasa y deshidrogenas tienen en la rata
son el intestino, seguido por el higado, el riiéon y algo menos, el
pulmén (76). Por tanto, una posible fuente del exceso de actividad
xantina oxidasa encontrada en el plasma de las ratas diabéticas es el
higado (221).

No debemos descartar, sin embargo, otras fuentes como el
intestino, el rifion, el pulmoén o el propio endotelio. El endotelio es
una fuente de la xantina oxidasa circulante en modelos de isquemia-
reperfusion (347). Otra posible fuente de la xantina oxidasa circulante
es el intestino. Se sabe que la oclusion de la arteria mesentérica

produce un gran incremento en la actividad xantina deshidrogenasa y
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oxidasa de sangre extraida de la vena porta (348). Otras posibles
fuentes son el rifion y el pulmoén, debido a que en patologias renales
(349) y en patologias respiratorias (350) se ha observado un aumento
de la actividad xantina oxidasa circulante. Sin embargo, en estos dos
ultimos casos también se ha observado un aumento en suero de
actividades enzimaticas marcadoras de lesion hepatica, por lo que no
debe descartarse al higado como la fuente de la actividad xantina

oxidasa circulante.

4.2. EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE ALOPURINOL
SOBRE LA ACTIVIDAD XANTINA OXIDASA EN DOS
MODELOS DE DIABETES EXPERIMENTAL.

Si la actividad xantina oxidasa estd implicada en el estrés
oxidativo observado en la diabetes, una inhibicion de la misma traeria
consigo una disminucion del estrés oxidativo observado en nuestro
modelo, asi como de las alteraciones hepaticas descritas en la
enfermedad (inflamacion y necrosis). Por este motivo administramos
alopurinol a los dos grupos de animales diabéticos (12 dias y 28 dias).
El alopurinol es un andlogo de las bases puricas xantina e hipoxantina
que tras ser metabolizado a oxipurinol se une de forma competitiva a
la enzima impidiendo su accion sobre los sustratos hipoxantina y
xantina (351). El efecto del alopurinol en la reduccion de la induccion
del dafio por radicales libres puede, en parte, ser debida a sus
propiedades antioxidantes. De hecho existe cierta controversia en
relacion al papel del alopurinol como antioxidante directo del radical
hidroxilo. Moorhouse y cols. (352) demostraron que el alopurinol y el
oxipurinol tienen efectos antioxidantes in vitro. Sin embargo en este

estudio, la concentracion de ambos productos fue superior a S00uM.
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En un estudio posterior Zimmerman y cols. (237) comprobaron que el
alopurinol y el oxipurinol a concentraciones en plasma de 12 y 12.9
uM respectivamente (50 mg/Kg durante 2 dias), no mostraban
ninguna capacidad antioxidante. Un estudio mas reciente demuestra
que a dosis mucho mas altas (por encima de 100 mg/kg), en modelos
in vivo, el alopurinol sigue sin mostrar actividad antioxidante alguna
(353). En nuestro estudio el alopurinol se administr6 por via
intraperitoneal en el grupo tratado durante 12 dias. Se inyect6 una
primera dosis (20 mg/Kg en 1ml de DMSO) 30 horas antes del
sacrificio y una segunda, 6 horas antes del mismo. La administracion
de alopurinol en el grupo tratado durante 28 dias se realizo en el agua
de bebida y a una dosis de 32 mg/kg. Es importante sefialar que pese a
que el tratamiento con alopurinol durante varios dias supone una
acumulacion gradual del oxipurinol (354), éste ultimo no es tan
efectivo como el alopurinol como antioxidante in vitro (355) (356).
Por todo ello pensamos, que los efectos del tratamiento con alopurinol
en nuestro estudio son el resultado de la inhibicidon de la XO y no una

consecuencia de las propiedades antioxidantes del producto.

El tratamiento con alopurinol disminuyé de forma muy
significativa la actividad xantina oxidasa, tanto en plasma como en
higado, en los dos modelos de diabetes utilizados en la presente tesis
doctoral.
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4.3. EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE ALOPURINOL
SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO ASOCIADO A DOS
MODELOS DE DIABETES EXPERIMENTAL.

Nuestros resultados muestran que la inhibicion de la enzima
con alopurinol, en el modelo de diabetes experimental a corto plazo
(12 dias), tiene un efecto protector frente al incremento en la
oxidacion del glutation sanguineo y hepatico, frente a los niveles de
lipoperoxidos y frente al incremento en el oxisterol 7a-OH en el
higado de los animales diabéticos. Sin embargo los valores de
lipoperoxidos no se modifican con el tratamiento con alopurinol en el
plasma de estos animales. Ya hemos comentado en las secciones
previas de la Discusion que tanto nuestro grupo de investigacion,
como muchos otros, han encontrado un aumento en los niveles de
lipoperoxidos en plasma en animales diabéticos y su prevencion, tanto
con la administracién de alopurinol (221) como con el tratamiento
combinado con antioxidantes clasicos (357) (358). Los resultados
negativos, en este sentido, nos hacen sospechar de un posible
problema en la obtencion o procesado de la muestra en estos
experimentos. De hecho los valores de MDA del grupo control estan
muy por encima de los valores fisiologicos de este parametro.

En el caso del modelo de diabetes experimental a largo plazo
(28 dias). La inhibicion de la enzima con alopurinol no muestra
ningun efecto frente al incremento en la oxidacion del glutation
sanguineo y hepdtico, frente a los niveles de lipoperoxidos en plasma
y frente al incremento en el oxisterol 7B-OH en el higado de los
animales diabéticos. Sin embargo los niveles tanto de lipoperéxidos
como de proteinas oxidadas en higado, disminuyen de forma
significativa en los animales tratados con alopurinol. Por este motivo

consideramos que el mecanismo de formacion de radicales libres en
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un modelo de diabetes experimental a largo plazo (28 dias) no s6lo
implica la activacion de la enzima xantina oxidasa sino que otros

mecanismos deben estar implicados.

4.4. EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE ALOPURINOL
SOBRE LA INFLAMACION Y EL DANO HEPATICO
ASOCIADO A DOS MODELOS DE DIABETES
EXPERIMENTAL.

Como hemos comentado en uno de los apartados anteriores de
la introduccion la diabetes tipo I es una enfermedad autoinmune e
inflamatoria de los islotes pancreaticos (322). Diversos e importantes
factores pato-fisiologicos en el desarrollo de las complicaciones
asociadas a esta enfermedad (hiperglucemia, hiperlipidemia,
formacion y acumulacion de productos de glicacion avanzada, estrés
oxidativo) y la disminucion progresiva y simultanea de los
mecanismos de defensa antioxidante pueden desembocar en la
activacion de NF-xB (324, 325). Nuestros resultados muestran que la
via de sefializacion de NF-xB es activada durante un modelo de
diabetes a corto plazo. Esto se traduce en un aumento de los niveles de
la subunidad p65 del factor nuclear, en extractos nucleares de higado
en los animales diabéticos durante 12 dias. Del mismo modo muestra
un descenso en los niveles de IkBa acompafiado por un incremento en
la su fosforilacion y de la Kinasa, IKK[, en los extractos citosolicos
de los animales que padecen la enfermedad. La activacion del factor
de transcripcidon provoca un aumento significativo de la infiltracion de
neutréfilos y en los niveles de las citocinas pro-inflamatorias IL-6 y
IL-1PB en el tejido hepatico. Todas estas modificaciones se previenen
de forma significativa con la administracion de alopurinol aunque los

valores obtenidos, tanto en el caso de las citocinas como en los
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niveles de infiltracion de neutrofilos, no alcanzan a disminuir hasta
igualar los del grupo control. El proceso inflamatorio iniciado con la
activacion de la cascada de sefializacion del factor nuclear B
desemboca en un aumento significativo de marcadores de dafos
hepatico como es la actividad ALT plasmatica. La administracién de
alopurinol muestra ser efectiva en la prevencion del aumento de este
marcador aunque, de nuevo, el tratamiento no supone una disminucion
suficiente como para alcanzar los valores del grupo control de la
transaminasa. En diversos trabajos recientes se ha demostrado que la
administracion de alopurinol a una dosis muy similar a la utilizada en
la presente tesis (10, 25 y 50 mg/kg) muestra ser efectiva en la
prevencion del dafio hepatico asociado a la inyeccion intraperitoneal
de D-galactosamina y LPS (359) (360). Del mismo modo nuestro
grupo de investigacion ha demostrado que la inhibicion de la xantina
oxidasa con alopurinol (32mg/kg de peso) disminuye la activacion del
Factor Nuclear kB en musculo esquelético de animales sometidos a un
protocolo de ejercicio fisico agotador (361). La administracion de
alopurinol se acompafié de una disminucion en los valores de CK y
GOT en plasma tanto en animales como en seres humanos (362) y de
distintos parametros de estrés oxidativo sanguineos y musculares (20,
361).

Quisimos también determinar el efecto de la administracion de
alopurinol sobre la necrosis hepdatica utilizando tincién de
hematoxilina-eosina. El higado proveniente da los animales control
estaba constituido por cordones de hepatocitos armoénicamente
distribuidos entre las vias vasculares de ingreso (espacio portal) y de
salida (vénula hepatica terminal). Los higados de los animales con
diabetes, inducida con el tratamiento con estreptozotocina durante 12
dias, presentaban evidentes signos de dafio consistentes en extensas

areas necroticas. Sin embargo, estas alteraciones disminuyen en el
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grupo experimental tratado con alopurinol. Los efectos beneficiosos
de la administracion de alopurinol sobre los distintos modelos de dafio
hepatico se conocen desde hace tiempo (363) (364).

Por tltimo estudiamos la expresion de dos genes regulados por
el Factor Nuclear kB y relacionados con la complicaciones asociadas
a la diabetes: iNOS y COX-2. Ambas aumentaron de forma
significativa en el higado de los animales diabéticos durante 28 dias.
La administracion de alopurinol previno dicho incremento en el caso
de iINOS, mientras que en el caso de la COX-2 los valores de
expresion de la enzima, pese a que disminuyen, no lo hace hasta
valores cercanos al reposo. En este sentido, aunque en un modelo
experimental distinto, nuestro grupo de investigacion ha demostrado
que la administracion de alopurinol inhibe la expresion de 3 enzimas
reguladas por le factor de transcripcion NF-kB: iNOS, eNOS vy
MnSOD (361).

Siguiendo con el modelo de diabetes a largo plazo en la
presente tesis doctoral hemos encontrado que la administraciéon de
alopurinol no previene el aumento significativo de la infiltracion de
neutrdfilos y en los niveles de las citocinas pro-inflamatorias IL-6 y
IL-1B en el tejido hepatico.

Como conclusién, podemos afirmar que existe una relacion
entre diabetes e inflamacion, y que la actividad xantina oxidasa esta
implicada en este proceso. La administracion de alopurinol puede
tener un efecto positivo en la prevencion de las complicaciones
relacionadas con la enfermedad, especialmente en las fases iniciales
de la misma. Sin embargo y dado que en modelos mas a largo plazo
(28 dias) otras fuentes de radicales libres estan implicadas en la
progresion de las complicaciones del diabético, en estos casos la
administracion de alopurinol no se muestra tan efectiva (Ver Figura
V.1)
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Figura V.1. Modelo propuesto del papel de los radicales libres derivados de la xantina
oxidasa en el dafio hepatico en animales diabéticos.
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4.5. EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE ALOPURINOL Y
OTROS ANTIOXIDANTES SOBRE LAS COMPLICACIONES
ASOCIADAS A LA DIABETES Y LOS PARAMETROS
DIAGNOSTICOS DE LA ENFERMEDAD.

El tratamiento con antioxidantes, tanto en modelos animales
como en humanos, ha sido objeto de amplio estudio por diversos
grupos de investigacion. Se sabe que unos niveles disminuidos de
vitamina E en plasma multiplica por 3.9 el riesgo de desarrollar una
diabetes tipo II, aunque se mantengan constantes otros factores de
riesgo como los niveles de LDL, triacilglicéridos, o el colesterol en
plasma (365). También se ha demostrado que la administracion de
antioxidantes como el glutation o la vitamina E mejoran el efecto de la
insulina en diabéticos tipo II (201), y que la administraciéon de
vitamina E disminuye significativamente los niveles de hemoglobina
glicosilada y de triacilglicéridos en diabéticos tipo 1 (366). Se ha
probado asimismo, que la administracién de un combinacion de acido
folico y vitamina E en ratas diabéticas disminuye el riesgo de
malformaciones fetales (367).

Diversos antioxidantes han demostrado ser potentes
inhibidores del estrés oxidativo asociado a la diabetes. En este sentido
las vitamina C y E se han propuesto como terapias antioxidantes
efectivas en diversos modelos animales de diabetes. En general la
combinacion de ambas o su administracion individual han mostrado
ser efectiva el control de distintos parametros de estrés oxidativo tales
como la lipoperoxidacion, isoprotanos, niveles plasmaticos de MDA y
oxidacion de glutation (357, 358). Estudios de corta duracion con la
administracion de vitaminas E y C han demostrado que la terapia
antioxidantes es efectiva en la prevencion de la progresion de las

complicaciones asociadas a la diabetes (368) (369), asi como en la
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mejora en la resistencia a la insulina y la sensibilidad a la insulina en
paciente con diabetes (370). Sin embargo ensayos clinicos de larga
duracion no confirman estos resultados (371) (372, 373). De hecho un
estudio reciente en el que se evaluo el efecto de la administracion de
vitamina E en pacientes con distintas patologias demuestra que la
suplementacion con elevadas dosis de la vitamina (mayores de 400
Ul/dia) aumenta la mortalidad (374). Se han ofrecido distintas teorias
a la hora de explicar esto resultados contradictorios. En primer lugar
en esto ensayos no seleccionaron a los pacientes en base a los valores
de distintos marcadores de estrés oxidativo. Es probable que los
posibles efectos beneficiosos de las terapias antioxidantes se diluyan
en el caso de sujetos que carecen o presentan valores muy bajos de
estrés oxidativo (375) (376). En segundo lugar existen evidencias de
que las vitaminas C y E no sélo muestran ser inefectivas en la
disminucién de marcadores biologicos de estrés oxidativo (377, 378),
sino que pueden actuar incluso como pro-oxidantes (379, 380).

Con respecto al wuso otros tipos de antioxidantes, la
administracion de quercetina y acido lipoico (329) también han
demostrado ser efectivas en el tratamiento de la enfermedad. En este
sentido y, en un trabajo publicado en “Diabetologia” en 1999, se
demostrd la activacion del factor de transcripcion NF-kB, en células
mononucleares sanguineas de pacientes diabéticos, y que ésta
correlaciona con el grado de neuropatia diabética mostrada por el
paciente. La activacion de NF-kB se consideré dependiente de estrés
oxidativo ya que la suplementacién con acido lipoico redujo su
actividad (325). Los mismo autores una afio antes habian demostrado
la existencia de una correlacion entre los indices glucémicos de
pacientes diabéticos tipo I y la activacion del factor de transcripcion

NF-xB en células mononucleares sanguineas de dichos pacientes
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(324). En este caso, de nuevo, la admistracion de acido lipoico
demostro ser efectiva en la inactivacion del factor de transcripcion.

Por otra parte recientemente se ha demostrado que la
administracion de resveratrol, en animales diabéticos, disminuye
algunos de los sintomas de la enfermedad tales como pérdida de peso,
polidipsia y polifagia. Del mismo modo estos autores demostraron que
administracion de este antioxidante estimula la capcion de glucosa por
los hepatocitos, los adipocitos, el musculo esquelético y favorece la
sintesis hepatico de glucogeno (381).

Otro de los antioxidantes utilizados es el AGI-1067, un
farmaco de alta afinidad vascular y lipofilica con potentes propiedades
antioxidantes similares a las del probucol (382) y que actualmente se
encuentra en estudios fase III (383). Otros importantes farmacos
actualmente en uso que han demostrado ser efectivos en la reduccion
de la mortalidad cardiovascular, en distintos tipos de pacientes,
también se sabe que son antioxidantes. En este sentido inhibidores de
la enzima convertidora de la angiotensina y las estatinas (inhibidores
de la HMG-CoA reductasa) han mostrado se efectivas en pacientes
diabéticos y en ensayos clinicos randomizados de larga duracion.
(384).

En nuestro modelo experimental, sin embargo, la
administracion de alopurinol no modifica los criterios diagnosticos de
la enfermedad: glucosuria o hemoglobina glicosilada, en ninguno de
los modelos utilizados (corto y largo plazo). El grado de glicacion de
la hemoglobina es un reflejo del promedio de glucemia durante el
intervalo de tiempo que dura la vida de la hemoglobina, que es como
decir la del eritrocito, a saber, unos 120 dias. Nosotros consideramos
que la ausencia de diferencias en los valores de hemoglobina
glicosilada entre los distintos grupos experimentales pueden ser

explicadas por las caracteristicas de los modelos experimentales.
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la presente
tesis y, los publicados por otros grupos de investigacion,
consideramos  que la administraciéon de antioxidantes y mas
concretamente de alopurinol puede tener un efecto positivo en la
prevencion de las complicaciones relacionadas con el estrés oxidativo
en la diabetes experimental inducida con estreptozotocina,

especialmente en las fases iniciales de la enfermedad.
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VI.-CONCLUSIONES

A la luz de los resultados obtenidos, podemos extraer las

conclusiones que se enumeran a continuacion:

1.- EI mecanismo de formacion de radicales libres en un

modelo de diabetes experimental a corto plazo (12 dias)
implica la activacion de la xantina oxidasa. La inhibicion de
la enzima con alopurinol tiene un efecto protector frente al
incremento en la oxidacion del glutation sanguineo y
hepético, frente a los niveles de lipoperdxidos y frente al
incremento en los oxisteroles en el higado de los animales

diabéticos.

2.- El mecanismo de formacion de radicales libres en un

modelo de diabetes experimental a largo plazo (28 dias) no
solo implica la activacién de la enzima xantina oxidasa.

Otros mecanismos deben estar implicados.

3.- La diabetes inducida con estreptozotocina provoca un

aumento en el marcador de dafio hepatico alanina
aminotransferasa en plasma, y en las areas de necrosis
determinadas mediante tincién con hematoxilina-eosina. La

administracion de alopurinol previene ambas alteraciones.
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4.- La administracion de alopurinol no modifica los criterios
diagnosticos de la enfermedad: glucosuria o hemoglobina

glicosilada, en ninguno de los modelos utilizados (corto y

largo plazo).

5.- La via de sefializacion de NF-xB se activa en la

diabetes experimental. La administracion de alopurinol
previene la activacion de la cascada de sefializacion de NF-
xB.

6.- La administracion de alopurinol previene la expresion

génica asociada a la activacion del factor de transcripcion
NF-kB. Los niveles citosélicos de iINOS y COX-2 aumentan
de forma significativa en el higado de los animales
diabéticos. La administracion de alopurinol previene dicho

incremento de forma significativa.

/.- La diabetes inducida con estreptozotocina provoca un

aumento significativo de la infiltracion de neutréfilos y en
los niveles de las citocinas pro-inflamatorias IL-6 y IL-1f3 en
el tejido hepético. Estas modificaciones se previenen de
forma significativa con la administracion de alopurinol

unicamente en el modelo a corto plazo.
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8.- La administracién de alopurinol puede tener un efecto

positivo en la prevencion de las complicaciones relacionadas
con el estrés oxidativo en la diabetes experimental inducida
con estreptozotocina, especialmente en las fases iniciales de

la enfermedad.
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VII.-CONCLUSIONI

Una accurata valutazione dei risultati ottenuti ha reso possibile

giungere alle seguenti conclusioni:

1. 1l mecanismo di formazione dei radicali liberi in un
modello di diabete sperimetale a breve termine (12 giorni)
implica  I’attivazione dell’enzima  xantina  ossidasi.
L’inibizione dell’enzima con allopurinolo ha un effetto
protettore sull’incremento dell’ossidazione del glutatione
ematico ed epatico. Inoltre questo fenomeno porta a una
diminuizione dell’incremento dei livelli di contenuto di
lipoperossidi e degli ossisteroli nel fegato degli animali
diabetici.

2. 1l meccanismo di formazione dei radicali liberi in un
modello di diabete sperimentale a lungo termine (28 giorni)
implica 1’attivazione dell’enzima xantina ossidasi. Si

suppone che anche altri meccanismi siano coinvolti.

3. 1l diabete indotto con streptozotocina provoca un
aumento di alanina aminotransferasi nel plasma, marker di
danno epatico, e la formazione di aree di necrosi,
determinate per colorazione istochimica con ematoxilina-
eosina. La somministrazione di allopurinolo previene

entrambe le alterazioni.

4. La somministrazione di allopurinolo non modifica i

criteri diagnostici della patologia - glicosuria ed emoglobina
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glicosilata — nei due modelli utilizzati (a breve e lungo

termine).

5. La via di segnalazione di NF-kB si attiva nel diabete
sperimentale. La somministrazione di allopurinolo interviene
nella cascata di trasduzione del segnale prevenendo

I’attivazione di NF-kB.

6. La somministrazione di allopurinolo  previene
I’espressione genica associata all’attivazione del fattore di
trascrizione NF-kB. I livelli citosolici di iNOS e COX-2
aumentano in maniera significativa nel fegato degli animali
diabetici. La somministrazione di allopurinolo previene detto

incremento in maniera significativa.

{. 11 diabete indotto con streptozotocina provoca un
aumento significativo dell’infiltrazione dei neutrofili e dei
livelli delle citochine pro-infiammatorie IL-6 e IL-1p nel
tessuto epatico. La somministrazione di allopurinolo
protegge in maniera significativa da entrambi i fenomeni

unicamente nel modello a breve termine.

8. La somministrazione di allopurinolo pu6 avere un
effetto positivo nella prevenzione delle complicazioni
associate allo stress ossidativo nel diabete sperimentale
indotto per streptozotocina, specialmente nelle fasi iniziali

della patologia.
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