“Implicacion del estrés oxidativo y la
autofagia en un modelo experimental de
encefalopatia diabética”

TESIS DOCTORAL

Presentada por: Esther Carrascosa Martinez

Dirigida por: Dra. Diia. M2 Inmaculada Almansa Frias

VALENCIA

2017






&= CEU

Universidad
Cardenal Herrera

Departamento de Ciencias Biomedicas

Facultad de Ciencias de la Salud

La memoria del trabajo de investigacion para la obtencion del grado de Doctor
realizada por Dna. Esther Carrascosa Martinez, titulada: “Implicacién del estrés
oxidativo y la autofagia en un modelo experimental de encefalopatia diabetica”, ha sido
realizada bajo la direccion de Dia. M2 Inmaculada Almansa Frias, Profesora Adjunta
del Departamento de Ciencias Biomedicas de la Facultad de Ciencias de la Salud de
la Universidad CEU Cardenal Herrera, y retne todos los requisitos necesarios para su

juicio y calificacion.

Lo que suscribe en Moncada, a 14 de Febrero de 2017

DfAa. M2 Inmaculada Almansa Frias






Este trabajo ha estado parcialmente financiado por:
Proyecto Emergente Generalitat Valenciana (GV/2014/127)
Proyecto de Universidad Cardenal Herrera CEU-Santander PRUCH1216.

Proyecto Fundacion Mutua Madrilefia 2013-2015.






AGRADECIMIENTOS

Parecia imposible, pero por fin escribo las Ultimas palabras de esta tesis, los

agradecimientos.

En primer lugar, dar las gracias a todas/os mis comparieras/os del CEU. A Inma, si
hubiera tenido que elegir una directora mejor no seria ni la mitad de buena de lo que
has sido td, gracias, gracias y mil gracias por ayudarme, entenderme y apoyarme en
todo. Las dos sabemos los momentos duros de esta tesis y el agobio de este afio
pasado y ta siempre me has animado cuando la verdad no daba més de mi, de verdad
eres de 10. A Maria Miranda por todo lo que ha hecho por mi estos afos, por hacerme
sentir como en mi casa dia a dia, por darme siempre todo el tiempo que necesitaba y
hacerme sentir cuidada,que hoy en dia eso es dificil, eres una gran persona. Sole y
Laura, dos grandes amigas que siempre habéis estado ahi para resolverme todas las
dudas que iban surgiendo, gracias por ensefiarme a pulir mi técnica de wb y por el
gran apoyo que he encontrado en vosotras en todos los aspectos, a parte de una tesis
doctoral me llevo dos grandes amigas. A Rosa por estar siempre dispuesta ayudar y
por ensefiarme mis primeros pasos con el SPSS, te deseo lo mejor. A Tania, Roberto
y la ultima incorporacion Angel, sois Unicos, gracias por toda la ayuda y los buenos
momentos de risas. Maria Sebastian la alegria y el optimismo personificado, da gusto
estar cerca de alguien como td, me has ensefiado muchas cosas pero sobretodo el
ayudar a los demas sin pedir nada a cambio y hoy en dia hay pocas personas asi, el
final de esta tesis hubiera sido una locura sin ti, te debo una. A Sara, Pili, Cris, Susi,
Sara, Cristina, Vane y espero no olvidar a nadie, un equipo de diez, vamos, sin

palabras, mucho animo a las futuras doctoras.

A mi compi Maria Alamar, ya forma parte de mi familia. Ha vivido dia a dia el crecer de

esta tesis y ha soportado todo mi estrés, asi que mil gracias.

Gracias a mis grandes amigos, Grace, Javi, Patri, Marga, Raija y Erika. Grace y Marga
por entenderme mejor que nadie y por estar siempre a mi lado, sois un ejemplo de
grandes doctoras y de grandes mujeres, 0s quiero. Mi Javivi, Unico en su especie y
Gnico como amigo, siempre has estado a mi lado en lo mejor y en lo peor, espero
tenerte cerca el resto de mi vida. Patri gracias por toda tu ayuda y apoyo nunca tendré
palabras suficientes para decirte todo lo que significas para mi, eres mi mitad. Ray
animo que te queda nada y ya tienes tu tesis, ya veras todo llega. Y a ti Erika por estar

cerca, aungque no nos veamos mucho ultimamente.

A todos mis amigos del barrio Jose, Barbara, Raul, Reno, Patricia, Alberto y Marta.

Pirineos y el Vive siempre han sido una valvula de escape.



A Juernes, Raquel, Mariate, Xavi, Alejandro, Ximo, Saray, Ifiaki, Paula, Jose, Angie,

Ana, Tocha, Mariam, Paco, Javuxi y Carmen, por todos esos grandes momentos.

A mi familia. A mi tia Maribel por estar siempre a mi lado y ser un ejemplo de
superacion. A mi tia Esperanza, gracias por estar siempre cerca y ser mas que una tia,
entenderme y apoyarme en todas mis decisiones, sin ti mi vida no seria igual, eres
Unica en todos los aspectos y no tendria espacio suficiente para escribirte lo que
significas para mi, te quiero mucho. A mis primos Nacho y Pau un ejemplo de hombres
de “provecho” y de luchadores, os quiero. A mis queridos hermanos Chema e Isa sois
lo més. Chemita mi mitad desde el principio agradezco cada segundo que estoy
contigo porque me ensefias a ser mejor persona y estar siempre cerca de los demas
cuando lo necesitan, eres una gran persona .Isitaaaa menuda fenémena, mas que mi
hermana eres todo mi amiga, mis risas, mis lloros, mi complice, Os quiero mucho

hermanos.

A mis papis Vicenta y Valeriano, tenéis grandes valores que habéis sabido inculcarnos
a mis hermanos y a mi. Sois un ejemplo de lucha por y para vuestros hijos siempre
ayudandonos sin juzgarnos, sin prohibirnos, dejando que nos equivocdramos o
acertaramos por nosotros mismos pero siempre siempre siempre estando a nuestro
lado cada segundo y en cada momento. Todo lo que soy es gracias a vosotros, 0s

quiero con todo mi alma.
Mi Hugo y mi Daniela, os quiero pequefios.
A toda mi nueva familia, M Carmen, Lorenzo, Alma, Dani, Luna y Noa.

Y para terminar a mi marido Lorenzo. En la vida te aparecen las cosas cuando menos
te lo esperas y asi fuiste tu y ahora no puedo imaginarme ni un segundo sin ti. Esta
tesis es tanto mia como tuya, sin tu apoyo y ayuda no hubiera sido posible, te quiero

con toda mi alma.

Y por supuesto a ti, a mi tesoro que nacera casi a la vez que esta tesis, nada me ha
hecho mas feliz en esta vida que llevarte dentro y espero con impaciencia tenerte en

mis brazos, mi pequefia Lola.



INDICE DE TABLAS ...ttt ettt ettt eteate e e e eaesveaneens 1
INDICE DE FIGURAS ..ottt ettt ettt ate st ateaveanee s 3
LISTA DE ABREVIATURAS ...ttt 5
INTRODUGCCION ..ottt e te st eteeteateanaesesaesaesnaanens 9
1. DIABETES MELLITUS . ...ttt et 11
1.1, DEFINICION ..ottt ettt eteareaneas 11

1.2. CLASIFICACION ..ottt ettt e et eae e e aneas 12

1.3. TRATAMIENTO ...ttt 14
1.3.1. Insulina y Antidiabéticos orales.............cccceeeriiiiiiiiiiie e 14

1.3.2. Nuevas tendencias en el tratamiento de la diabetes .................c.c...... 15

2. ENCEFALOPATIA DIABETICA.....coe ittt ettt 16
2.1 INTRODUCCION ..ottt eae e 16
2.2. HIPOCAMPO ...t 16
2.2.1. Anatomia e histologia del hipocampo ...........ccccceeviiiiiiiiiiiieeeei 16

2.2.2. Circuito HIpoCampal.........ccooiiiiiiiiiii et 19

2.3. PATOGENESIS DE LA ENCEFALOPATIA DIABETICA........coeeveeeeerenne. 19

b T N o 110 T=T (o | [U o =T o o1 RSP 20

2.3.2. HIPOGIUCEMIA ... 20

2.3.3. Enfermedad VasCUIAr ............c.uuviiiiiiiiiiiiee e 21

2.3.4. Resistencia a 1a iNSUliNa ............eeviiiiiiiiiiiiicce e 21

3. ESTRES OXIDATIVO Y RADICALES LIBRES ......ocuviiiieceeee e, 22
3.1. GENERACION DE RADICALES LIBRES........ccooviieieeieee e 24
3.2. FISIOLOGIA DEL ESTRES OXIDATIVO.....ccoitiiiiiiiiiieieiee e 25

3.3. PATOLOGIA DEL ESTRES OXIDATIVO ....cooooveiiiiteeeeeeeee e 25
3.4. PEROXIDACION LIPIDICA ...ttt 26
3.4.1. Productos derivados de la peroxidacion lipidica...........ccccooeeerivvvninnnnnn. 27

3.5. DEFENSAS ANTIOXIDANTES ..ot 28
3.5.1. Sistemas antioxidantes de importancia biolégica................cc.coevvnnnnnn. 28

3.6. EL SISTEMA GLUTATION ......ooiiiieeecee et 29
3.6.1. Sintesis de glutation...........cociiiiiiiiie e 29

3.6.2. Funciones del glutation ..........ccoooeeeeeeei e 30

3.6.3. Funcidn antioxidante del glutation................eeevieeeiiiiiiiiiiee e 31

3.6.4. Mantenimiento del estado tiol en las proteinas ............ccoeeeeeeeeeeeeeennn. 32

4. DIABETES Y ESTRES OXIDATIVO ....ooiiiiiiiieeeeeee ettt 33

4.1. ESTRES OXIDATIVO Y ENCEFALOPATIA DIABETICA .....ccoveveverrne. 35



Indice

5. AUTOFAGIA ..ottt ettt ettt ateaaeeneens 37
5.1. DEFINICION ....ocuoiieiee ettt ettt ete et eaeeneaneans 37
5.2. TIPOS DE AUTORFAGIA .....oeettieeeieeeiteeeteeeennennnnsnnesnennnnnsenesnsnennsnsnnennnnnnnnnne 37
5.3. REGULACION Y MARCADORES .......c.ccoviieieiecieete e 39
5.4. AUTOFAGIA Y ESTRES OXIDATIVO .....ooveiecieeieeteeeeeeeee e 44
5.5. DIABETES, AUTOFAGIA Y ENCEFALOPATIA DIABETICA. .......cccuve.... 45

HIPOTESIS ...ttt ettt ettt e teate et e eaeeteere e e e eaeereareeneas 49
(@S0 1 Y 1 T 53
MATERIAL Y METODOS ....cooiiiiitieieeieete ettt ettt saeaaeaveennas 57

1. TRATAMIENTO Y MANEJO DE LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION ..59
1.1. CONDICIONES DE ESTABULACION .......ccveieiieiieieeeiecee e 59
1.2. MANEJO DE LOS ANIMALES ..., 59

2. DISENO EXPERIMENTAL......ccoviiittitecieeeeieeteeteeteeeeeetesteeteeaesesesteseeesenensaneenes 59
2.1. INDUCCION DE LA DIABETES ....ocuviiiiie et 59

3. OBTENCION Y PROCESADO DE LAS MUESTRAS ......coeivieeeeieeeeee e, 61
3.1. ANALISIS BIOQUIMICO ....c.ooiviiviceeeiecee ettt 61
4.1. DETERMINACION DE LA GLUCEMIA........coveiiieeeeeeee e 62
4.2. DETERMINACION DE LA HEMOGLOBINA GLICOSILADA ........cccvvvvnene 62
4.3. DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO LOWRY.............. 63
4.4. DETERMINACION DE MALONDIALDEHIDO .......cooooveeiieieeieeececeee e 64
4.5. DETERMINACION DE GLUTATION ....ooiiieieeeeeee e 66
4.6. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GLUTATION PEROXIDASA
......................................................................................................................... 68
4.7. ANALISIS DE PROTEINAS MEDIANTE LA TECNICA DE WESTERN BLOT
......................................................................................................................... 70

4.7.1. Determinacion de proteinas por el método Bradford.................ovueeee.. 70

4.7.2. Técnicade Western blot ..., 71

5. ANALISIS ESTADISTICO .....oiiiiieeeeeeeeceeeee ettt 74
RESULTADOS ...ooeiiiiie e e ettt ettt e e e e e e e et e e e e e e e e e s et ae e aaaeeeeaannnsnnneeaeeens 75

1. VARIABLES DESCRIPTIVAS: PESO, GLUCEMIA Y HEMOGLOBINA

GLICOSILADA . . e e e e et e e e e et e e e e aeas 77
1.1. VARIACION DEL PESO ......ciiiiiiteeeeeeeee ettt aae e 77
1.2. ESTUDIO DE LA GLUCEMIA SANGUINEA........cooeioieieeeeeeeeeeeeeeeeee e, 77
1.3. ESTUDIO DE LA HEMOGLOBINA GLICOSILADA ... 78

2. PARAMETROS BIOQUIMICOS INDICADORES DE ESTRES OXIDATIVO ....79



Indice

2.1. ESTUDIO DE LA CONCENTRACION DE MALONDIALDEHIDO EN

HOMOGENADO DE HIPOCAMPO ......ooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 79
2.2. ESTUDIO DE LA CONCENTRACION DE GLUTATION EN
HOMOGENADO DE HIPOCAMPO ......oveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesee e eeseeseenees 80
2.3. CORRELACION ENTRE LA CONCENTRACION DE MDA Y GSH EN
HOMOGENADO DE HIPOCAMPO ..ot 82
2.4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD GLUTATION PEROXIDASA ........ 82
2.5. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE NRF2 EN HOMOGENADO DE
HIPOCAMPO ...t 84
3. PARAMETROS BIOQUIMICOS INDICADORES DE AUTOFAGIA ................. 85
BLL. LC3 ettt 85
3.2, AALGS ..ottt e ettt ettt 86
3.3  BECLINL ...ttt 87
Bl LAMP=2 ..ottt 88
DISCUSION ...ttt 89
1. VARIABLES DESCRIPTIVAS DEL MODELO EXPERIMENTAL...........coven.... 91
2. IMPLICACION DEL ESTRES OXIDATIVO EN LA ENCEFALOPATIA
DIABETICA ..ottt 92
3. CAMBIOS MOLECULARES EN LA ENCEFALOPATIA DIABETICA:
FACTORES DE TRANSCRIPCION. ... eeeeeeeeeeeeeeee e eeseee e 94
3oL NRF 2.ttt e ettt 94
4. AUTOFAGIA: ESTUDIO DE MARCADORES DE AUTOFAGIA EN EL
HIPOCAMPO DE RATAS DIABETICAS. .....eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseseeseeseneen 96
B0 LGB e, 96
8.2, Aottt 97
8.3 BECLINZ ..., 98
B8 LAMP=2 ..ottt 99
CONCLUSIONES ...ttt eee e resneenes 101

BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt ae e 105






indice de tablas

INDICE DE TABLAS

Tabla 1: Lista de anticuerpos utilizados para la técnica de western blot. Se detalla la
dilucién a la que se ha usado, la especie donde se ha producido, la casa comercial y
su referencia €n el Catalogo. ..........iiiiiiii i 73

Tabla 2: Relacion de peso (g), glucemia (mg/dl) y porcentaje de hemoglobina
glicosilada (%HbALc) de todos los grupos al finalizar el experimento.. ....................... 79

Tabla 3: Pardmetros bioquimicos obtenidos a partir del homogenado de hipocampo de
todos los grupos al finalizar el experimento. En la tabla se muestra la concentracion de
MDA (nmol/mg proteina).* p < 0,05 vs todos los grupos. El tamafio muestral fue como
MINIMO A8 N = B o 79

Tabla 4: Parametros bioquimicos obtenidos a partir del homogenado de hipocampo de
todos los grupos al finalizar el experimento. En la tabla se muestra la concentracion de
GSH (nmol/mg proteina).* p < 0,05 vs C12s. El tamafio muestral fue como minimo de
T TR 80

Tabla 5: Parametros bioquimicos obtenidos a partir del homogenado de hipocampo de
todos los grupos al finalizar el experimento. En la tabla se muestra la actividad de GPx
(nmol/mg.min). * p<0.05 vs C4s. El tamafio muestral fue como minimo de n=5.......... 83






indice de figuras

INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Prevalencia de la diabetes en la poblacion en general...........c.cccoeveveineennee. 11

Figura 2: Prevalencia de las enfermedades mas comunes asociadas a la diabetes en
|a PODbIACION €N GENETAL ... e 12

Figura 3: Microfotografia de una seccion cerebral del hipocampo de ratén, tefiido por
la doble tincidn de TIMM-NISSL.....c.ooiiiiieeeeee e enes 18

Figura 4: Diagrama basico del circuito hipocampal. .........c.ccceerernenninneneeeeeee 19

Figura 5: Principales especies reactivas de oxigeno y antioxidantes que forman parte

del desequilibrio que representa el estrés oxXidativo. ..........cceverveeeeeeiniesesereee e 24
Figura 6: Etapas que tienen lugar en la peroxidacion lipidica.. ........cccceceveveeveinenennn, 26
Figura 7: Reaccion entre el MDA y el TBA para formar el aducto MDA-TBA.. ............. 28

Figura 8: Estructura del GSH o C-glutamilcisteinil glicina, donde el glutamato

N-terminal y la cisteina estan unidos por el grupo carboxilo del glutamato..................... 29
Figura 9: SINESIS 08 GSH.......cooiiiiiriiriiieieeee et 29
Figura 10: Funcion del GSH como antioXidante. ...........ccccceveeeeeeceeieneeeenie e, 32

Figura 11: Participacion del GSH en el mantenimiento del estado tiol de las proteinas

Figura 12: Posibles mecanismos que conducen al estrés oxidativo. ............ccccevveeveenen. 34

Figura 13: Diferentes tipos de autofagia: macroautofagia, microautofagia y autofagia
Mediada POr CRAPEIONAS........c.icieiiitieiece ettt ettt rte st te et be s te e e e sbe s s estesbeeasesteeseentens 38

Figura 14: MacCrOAQUIOTAGIA .......ccueeruerterierieieieieie ettt sttt sttt ens 39

Figura 15: Sistema de conjugacion de la proteina LC3 a la membrana del

= TU 1 0] =T [0 7o) 1 F- VA TR 40
Figura 16: Autofagia y vias de activacion causadas por el estrés oxidativo.................. 45
Figura 17: Linea temporal del eXperimento .........c.cocverirerenierieieeeesese e 60
Figura 18: ACHVIAAA GPX......coieeeiiieieieeseees ettt te e sa et e et e s re s e sreenaense s 68
Figura 19: Evolucion temporal del peso en los diferentes grupos del experimento. .... 77

Figura 20: Variacion de los valores de glucemia en los diferentes grupos del
(23 011 11 4= 1 (o TSRS 78



indice de figuras

Figura 21: Variacibn de los valores de HbAlc en los diferentes grupos del
EXPEIIMEINTO. ...ttt eb ettt ettt a bt e bt b e s b et et et es e ea e bt e bt sb e b et et e e eneeaeenes 78

Figura 22: Comparacion de la concentracion de MDA (nmol/mg proteina) obtenida a
partir del homogenado de hipocampo de todos los grupos al finalizar el experimento .

Figura 23: Comparacion de la concentracion de GSH (nmol/mg proteina) obtenida a
partir del homogenado de hipocampo de todos los grupos al finalizar el experimento..

Figura 24: Correlacién entre la concentracion de GSH (nmol/mg proteina) y la
concentracion de MDA (nmol/mg proteina) en homogenado de hipocampo de todos
[0S GrupOS A€ ESTUAIO. ....eevieeeeiicieeeecteeee ettt st be e et e s beessesreeraensens 82

Figura 25: Comparacion de la actividad GPx (nmol/mg.min) obtenida a partir del
homogenado de hipocampo de todos los grupos al finalizar el experimento. ................ 83

Figura 26: Deteccion de la proteina NRF2 por WB en los diferentes grupos de estudio
A 18S 4 Y 12 SEMANAS. . ..ciiiticieiecieetecte et ete ettt s e e e e e et e steeaesbestaebesbeestesteeraentesreensesreeaeents 84

Figura 27: Deteccion de la proteina LC3 por WB en los diferentes grupos de estudio a
[AS 4 Y 12 SEIMANGS.. c..eccviiieteeiicteete sttt ettt e s te e te e et e s beeatesteebe e bestaessebesssassesbeessestesseentens 85

Figura 28: Deteccion de la proteina Atg5 por WB en los diferentes grupos de estudio a
[AS 4 Y 12 SEIMANGS.. c..eecviiieteeiiete ettt ettt te s te e e be e et e s be s st e steebe e bestaessessesssestesteessestesseensens 86

Figura 29: Deteccion de la proteina Beclinl por WB en los diferentes grupos de
EStUAIO A 18S 4 Y 12 SEMANEAS. .....ecviiieeeeieeeeete sttt ae st sbe et e ste e e e beste e s e beenaeneas 87

Figura 30: Deteccion de la proteina LAMP-2 por WB en los diferentes grupos de
EStUAIO A 18S 4 Y 12 SEMANEAS. .....ecvitieeeeieeeete sttt sttt e s be e b e ste e e e besreebesbeeaaenes 88



Lista de abreviaturas

LISTA DE ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucléico
ADP (Adenosin diphosphate): Adenosin difosfato
AGEs (Advanced glycation end products): Productos finales de glicacion no enzimatica

AGE - RAGE (Receptors of advanced glycation end products): Interaccion entre los

AGEs y sus receptores

AMPK: Proteina quinasa activada por AMP

AR: Aldosa reductasa

AR-GLP1: Agonistas del péptido similar al glucagon tipo 1
ARIs: Inhibidores de la aldosa reductosa

ATP (Adenosin triphosphate): Adenosin trifosfato

Atg: Proteina relacionada con la autofagia

Bcl: Linfoma de célula B

BSA (Bovine serum albumin): Albamina sérica bovina

CA1l, CA2, CA3 y CA4: Cuerno de Ammon, regiones CAl, CA2, CA3y CA4
CMA: Autofagia mediada por chaperonas

DACD: Diabetes associated cognitive decline

DDP4: Inhibidores de la dipeptidil peptidasa tipo 4

DM: Diabetes Mellitus

DNFB: Dinitrofluorobenceno, reactivo de Sanger o 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno
DNP (2,4-dinitrophenyl): Derivados 2,4-dinitrofenil

DTT: Ditiotreitol

EDTA: Etilendiaminotetraacético

eNOS: Enzima 6xido nitrico sintasa eudotelial

ERK: Quinasa regulada por sefiales extracelulares

fm: fibras musgosas

GCL: Glutamato cisteina ligasa o y-glutamilcisteina sintetasa

GCLC: Glutamato cisteina ligasa catalitica



Lista de abreviaturas

GCLM: Glutamato cisteina ligasa modificadora

GD: Giro dentado

G6PDH: Glucosa - 6 - fosfato deshidrogenosa

GLUT: Transportador de glucosa

GPx: Glutation peroxidada

GR: Glutation reductasa

GS: Glutation sintetasa

GSH: Glutatién (forma reducida)

GSSG: Disulfuro de glutatién o forma oxidada del glutatién
GSTs: Glutation - S - transferasa

4-HNE: 4-hidroxinonenal

HbAl1c: Hemoglobina glicosilada

HCLO: Acido hipocloroso

HO2~: Radical hidroperéxido

H20:2: Peroxido de hidrégeno

HPLC (High pressure liquid chromatography): Cromatografia liquida de alta eficacia
Hsc70: Proteina de choque térmico de 70 KDa

IGF-1: Factor de crecimiento insulinico 1

JNK: Quinasa de c-Jun en la regién N terminal

LAMP-2: Isoforma 2 de la proteina de membrana asociada al lisosoma
LC3 (Light chain 3): Anticuerpo de cadena ligera 3

LOO ~: Radical peroéxido lipidico

LOOH: Radical hidroxiperoéxido lipidico

MDA: Malondialdehido

NADPH: Nicotinamida adenine dinucleétido fosfato

NFKB: Factor nuclear Kappa B

NMDA: N-metil-D-aspartato

NO: Oxido nitrico



Lista de abreviaturas

NO:z": Dioxido nitrico

NOs™: Nitratos

N20z3: Trioxido dinitrdgeno

NPH: Neutral Protamine Hagedom

Oz : Anidn superéxido

- OH (Hidroxyl radical): Radical hidroxilo

ONOOQO™ : Peroxinitrito

PBS (Phosphate buffer saline): Tampon fosfato salino

PCA: Acido perclérico

PI3K: Fosfatidilinositol - 3 - quinasa

PKC: Enzima proteina quinasa C

PLP: Potenciacién a largo plazo

PP: Via perforante

PUFAs (Poliunsaturated fatty acids): Acidos grasos poliinsaturados
RCS (Reactive chlorine species): Especies reactivas del cloro
RL: Radicales libres

RNS: Especies reactivas de nitrdgeno

ROS (Reactive oxygen species): Especies reactivas de oxigeno
sch: fibras colaterales de Schaefler

SDS (Sodium dodecyl sulfate): Dodecilsulfato sédico

SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel

Electroforesis desnaturalizante en geles de acrilamida
SOD: Superdxido dismutasa

STZ: Estreptozotocina

TBA (Thiobarbituric acid): Acido tiobarbitarico

Ulk: Quinasa 1 tipo Unc 51

V-ATPasa: ATPasa vacuolar

electrophoresis):



Lista de abreviaturas

WB: Western Blot



INTRODUCCION







Introduccion

1. DIABETES MELLITUS

1.1. DEFINICION

La Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad metabdlica crénica caracterizada
principalmente por la hiperglucemia que resulta de la deficiencia en la secreciéon o
accion de la insulina (Figura 1). La insulina es una hormona secretada por las células 3
de los islotes de Langerhans del pancreas, la cual permite la utilizacion de la glucosa

por parte de los tejidos (Jiménez et al., 2001).
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Figura 1: Prevalencia de la diabetes en la poblacién en general (Estudio di@bet.es.
Centro de Investigacion Biomédica en Red de Diabetes y Enfermedades Metabdlicas
Asociadas).

Los procesos patogénicos que estan implicados en el desarrollo de la diabetes son
varios y van desde la destruccion autoinmune de las células B del pancreas hasta
situaciones en las que se observa resistencia a la insulina. Frecuentemente suelen
coexistir en el mismo paciente tanto los defectos en la secrecion de insulina como los
defectos en su accién, resultando dificil saber cudl de las dos es la causa primaria de

la hiperglucemia (American Diabetes Association, 2012).

La hiperglucemia es la causa de los sintomas que derivan de una diabetes mal
controlada: poliuria, polidipsia, pérdida de peso, en ocasiones, polifagia y vision
borrosa. En ocasiones pueden existir alteraciones en el crecimiento y susceptibilidad a
ciertas infecciones. Igualmente, es frecuente en pacientes diabéticos la aparicion de
episodios de hipoglucemia, sobre todo en aquellos de reciente diagndstico que utilizan

insulina para su control (Jiménez et al., 2001).
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Las complicaciones crénicas de la enfermedad son consecuencia del metabolismo
anormal tanto de la glucosa como de las proteinas y los lipidos (Millan et al., 1984). A
largo plazo la hiperglucemia provoca dafio en varios 6rganos, viéndose especialmente
afectados los nervios (neuropatia) y los vasos de menor calibre (microangiopatia) tanto
de la retina (retinopatia) como de los glomérulos renales (nefropatia). Con el tiempo, el
mal control de la diabetes acelera el proceso aterogénico (macroangiopatia) que
puede afectar a las arterias coronarias, cerebrales y periféricas (Figura 2) (Millan et al.,
1984, Kilpatrick et al., 2006).

La principal causa de muerte entre los pacientes diabéticos son las enfermedades
cardiovasculares, que son de dos a cuatro veces mas comunes en pacientes

diabéticos que en no diabéticos.

A continuacion, se muestran unos graficos donde se puede observar tanto la
prevalencia de la diabetes en la poblacion en general como las complicaciones

derivadas de la misma:
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EDIABETES MELLITUS TIPO 1 ODIABETES MELLITUS TIPO 2

Figura 2: Prevalencia de las enfermedades mas comunes asociadas a la diabetes en
la poblacién en general (Estudio di@bet.es. Centro de Investigacién Biomédica en Red
de Diabetes y Enfermedades Metabdlicas Asociadas).

1.2. CLASIFICACION

Segun la American Diabetes Association la diabetes se puede clasificar en los

siguientes tipos: (American Diabetes Association, 2016).

- Diabetes tipo 1 o insulino-dependiente
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Se debe a la destruccion de las células B del pancreas (autoinmune o
idiopética) y que en la mayoria de los casos conduce a una deficiencia absoluta

en la secrecion de insulina.
Diabetes tipo 2 o0 no dependiente de insulina

Consiste en un trastorno metabdlico heterogéneo, caracterizado por una
resistencia parcial a la insulina y/o una deficiencia relativa en su secrecién por
parte del pancreas. Los tejidos periféricos que son resistentes a la insulina, no
captan correctamente la glucosa y ello conlleva la aparicién de hiperglucemia.
Hay varios trastornos que coexisten y pueden contribuir a la severidad de la
diabetes tipo 2 como son: obesidad, hipertension, dislipemia y anomalias en el
eje hipotalamico-pituitario-adrenal que llevan a una pérdida de la regulacion de
los niveles de cortisol. Los pacientes con diabetes tipo 2 no presentan
destruccion de células B y suele en la mayoria de los casos deberse a un

exceso de peso o0 un acumulo de grasa en la zona abdominal.
Otros tipos especificos:

e Defectos genéticos de la funcion de las células.

o Defectos genéticos de la accién de la insulina.

e Enfermedades del pancreas exdcrino.

e Enfermedades endocrinas.

¢ Inducida por medicamentos o sustancias quimicas.

e Infecciones.

e Formas poco comunes de diabetes mediada por alteraciones

inmunoldgicas.

e Otros sindromes genéticos que en ocasiones se relacionan con

diabetes.

Diabetes Mellitus gestacional

Se trata de cualquier grado de intolerancia a la glucosa que aparece o0 es

reconocido por primera vez durante el segundo o tercer trimestre de embarazo.
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1.3. TRATAMIENTO

En la fase inicial del tratamiento de un paciente diabético es importante mejorar los
sintomas atribuibles a la diabetes y evitar las consecuencias graves a corto plazo que
pueden aparecer debido a un control deficiente de la glucemia. La atencién continua
del paciente diabético conlleva dos objetivos: mantener corregido el desequilibrio
metabdlico (principalmente manteniendo en valores normales los niveles de glucosa y

de hemoglobina glicosilada en sangre) y prevenir las complicaciones cronicas.

Tradicionalmente el tratamiento de la DM se ha basado en la dieta, la insulina, los
hipoglucemiantes orales, el ejercicio fisico, la educacion del paciente y la

autovigilancia de la glucemia.

Para evitar las secuelas de las complicaciones de la diabetes, es importante su
deteccién temprana con el fin de iniciar cuanto antes los tratamientos adicionales que

previenen las lesiones 0 que modifican de forma favorable el curso de la complicacion.
1.3.1. Insulina y Antidiabéticos orales

La insulina es una hormona secretada por las células 8 de los islotes de Langerhans

del pancreas y que permite la utilizacion de la glucosa por parte de los tejidos.

La insulina es tratamiento de eleccion en pacientes con DM tipo 1 en los que la
produccién de insulina estd muy disminuida o es nula, siendo necesaria su
administracién para la supervivencia. También esta indicada en situaciones especiales
tales como pacientes diabéticos tipo 2 que no consiguen controlar su glucemia con
antidiabéticos orales, en algunos casos de diabetes secundaria a otras enfermedades

y con frecuencia en la diabetes gestacional (Silva et al., 2016).

La insulina, debido a su estructura proteica, es hidrolizada por los jugos
gastrointestinales, lo que no permite su administracion por via oral ni a través de
mucosas. En general, se administra por via subcutanea, pero con la insulina regular de
accion rapida se pueden utilizar otras vias como la intramuscular, intravenosa e
intraperitoneal. Atrds quedaron las insulinas procedentes de animales y actualmente
se emplean insulinas humanas de diferentes tiempos de accion. Las de accidén rapida
(Actrapid®,Regular®) o lenta tipo NPH®. También disponemos de insulinas
premezcladas con una parte de rapida y otra de lenta, y en los Ultimos afios han
aparecido las insulinas analogas cada vez mas adaptadas a la secrecion fisiol6gica del
pancreas. Podemos diferenciarlas claramente en dos tipos: insulinas “super rapidas”

(Novo-Rapid®, Humalog®, Apidra®) y “superlentas” (Lantus® y Levemir®), que
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permite mucha mas flexibilidad en los horarios y el aporte de comida siempre que se
domine bien el autocontrol (El Naggar and Kalra, 2016).

Con respecto a los antidiabéticos orales existe una gran diversidad cuyo mecanismo
de accién se basa en aumentar la secrecién de insulina o la sensibilidad del tejido a
ésta. Las sulfonilureas actuan aumentando la secrecion de insulina, mientras que la
metformina y los inhibidores de la a-glucosidasa (toglitazone, pioglitazone vy
rosglitazone) aumentan la sensibilidad del tejido a la accion de la insulina (Mata-Cases
et al., 2016).

La hiperglucemia crénica, asociada con un tratamiento de insulina inadecuado,
aumenta el riesgo de padecer complicaciones microvasculares como la retinopatia,
neuropatia y nefropatia. El tratamiento intensivo con insulina, disefiado para alcanzar
un buen control glucémico, minimiza el riesgo y la gravedad de estas complicaciones,
pero a costa de un riesgo de hipoglucemia severo (Nathan, 2014). La hipoglucemia
severa puede atribuirse en parte a las limitaciones en el tratamiento con insulina y
afecta gravemente a las respuestas fisiol6gicas, sintoméaticas y de comportamiento de

los individuos con diabetes tipo 1 (Mc Crimmon and Shermin, 2010).
1.3.2. Nuevas tendencias en el tratamiento de la diabetes

La estrategia actual para combatir la diabetes se centra en un control riguroso de la
glucemia y sus complicaciones asociadas. Son pocos los pacientes diabéticos que
consiguen un control riguroso de los niveles de glucosa en sangre evitando asi las
complicaciones a largo plazo asociadas a la diabetes. Debido a las limitaciones de la

terapia hipoglucemiante, deben desarrollarse otras estrategias (Packer et al., 2000).

e Agonistas del péptido similar al glucagén tipo 1(AR-GLP1) e inhibidores
de la dipeptidil peptidasa tipo 4 (DDP4): se han estudiado otras dianas
moleculares para el tratamiento de la diabetes como son los agonistas del
receptor de glucagén y los inhibidores de la DDP4 que reducen el riesgo de
hipoglucemia de los tratamientos orales tradicionales (Giorgino et al., 2013) y
mejoran la sensibilidad del higado a la insulina (Zhang and Moller, 2000).

e Trasplante de islotes: consiste en reemplazar las células productoras de
insulina del pancreas que estan destruidas en pacientes con diabetes tipo 1.
Actualmente se esta estudiando la posibilidad de generar nuevas células 3
(Wagner et al., 2010).

e Terapia génica: consiste en reemplazar los genes defectuosos que causan la

diabetes por copias sanas. Este procedimiento presenta varias dificultades,
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como el hecho de que todavia no se conocen la mayoria de los genes que
causan la diabetes o la dificultad de reemplazar las copias defectuosas por
sanas (Leibowitz and Levin, 1999).

e Uso de antioxidantes para evitar las complicaciones de la diabetes: existe
una estrecha relacion entre la diabetes y el estrés oxidativo. Es por ello que
existen numerosos estudios sobre el uso de antioxidantes para paliar los
efectos adversos de los radicales libres en el transcurso de la diabetes
(Cerelio, 2003).

2. ENCEFALOPATIA DIABETICA

2.1. INTRODUCCION

En la actualidad poco se conoce del dafio que puede provocar la diabetes a nivel
cerebral. La enfermedad cronica degenerativa cerebral en la diabetes es conocida
como “encefalopatia diabética”. El concepto de encefalopatia diabética se introdujo
hace varias décadas, ya en 1922 se propuso que existia una relacion entre la diabetes
y la disfuncion cognitiva (Kramer et al., 1998). Mijnhout et al. propusieron un nuevo
término para la encefalopatia diabética: deterioro cognitivo asociado a la diabetes
(DACD: diabetes associated cognitive decline) (Mijnhout et al., 2006).

Alteraciones en el aprendizaje, la memoria, la resolucién de problemas y la velocidad
mental son mas comunes en pacientes diabéticos tipo 1 que en la poblacién en
general (Awad et al., 2004). Se han asociado alteraciones en la regulacién de la
glucemia con una disminucion de las funciones cognitivas, de la memoria y atrofia
hipocampal en humanos (Convit et al., 2003). Varios grupos de investigacion han
demostrado que la hiperglucemia aumenta el dafio oxidativo en el cerebro pero
también se sabe que la utilizacion de glucosa esta alterada en el cerebro de pacientes
diabéticos. Al ser la glucosa la principal fuente de energia del cerebro estos trastornos
dan lugar a alteraciones en el metabolismo energético de las neuronas que a su vez
inducen la formacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) las cuales provocan el

consecuente dafio neuronal (Muriach et al., 2006; Alvarez-Nolting et al., 2012).

2.2. HIPOCAMPO
2.2.1. Anatomia e histologia del hipocampo

El hipocampo es una estructura del sistema nervioso central localizada en el I16bulo

temporal medio, en la parte mas baja de la corteza y tocando el tronco encefalico. El
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hipocampo forma parte del sistema limbico (conjunto de vias nerviosas involucradas
en la génesis y creacibn de emociones) y participa tanto en la memoria y el
aprendizaje como en la orientacion espacial. También es el responsable de la
neurogénesis y el control del hambre y la sed.

Anatoémicamente, el hipocampo puede dividirse en dos regiones: hipocampo propio
(Cuerno de Ammon) y Giro Dentado (Fascia Dentata). El hipocampo, a su vez, forma
parte de un conjunto de regiones que se agrupan por Sus semejanzas
citoarquitectonicas y recibe el nombre de formacion hipocdmpica. La formacion
hipocdmpica comprende en total seis regiones: el hipocampo propio (Cuerno de
Ammon) y el Giro Dentado; el complejo subicular (formado por el presubiculum, el

subiculum y el parasubiculum); y la corteza entorrinal (Amaral and Witter, 1989).
Giro Dentado (Fascia Dentata)

Es una regién cortical con forma de C que consta de tres capas (Insausti and Amaral,
2012). Las células mas abundantes en esta zona son las células granulares, que son
de naturaleza glutamatérgica, tienen el soma pequefio y sus axones basales se
denominan fibras musgosas. En un corte histoldgico, las capas que se distinguen de

exterior a profundidad son (Figura 3):

- Capa Molecular (Mol): es la capa mas cercana a la fisura hipocampal, donde se

localizan las prolongaciones dendriticas apicales de las neuronas granulares, algunas

interneuronas y células gliales.

- Capa Granular (Gr): formada por los somas de las células granulares empaquetados

densamente en columnas.

- Capa polimorfa (Po): es la capa mas profunda del Giro Dentado, también

denominada hilus. Existe cierta controversia con respecto a la homenclatura de esta
zona, ya que algunos autores la denominan CA4 y la incluyen en el Cuerno de Amon
(Lorente de No 'R 1934; Amaral 1978). Se caracteriza por su naturaleza polimorfica,
compuesta por una gran variedad de tipos celulares, entre las cuales predominan las
células musgosas (Amaral 1978; Ribak et al., 1985; Amaral and Witter, 1989).

Entre la capa granular y el hilus se puede distinguir una fina capa, la Zona Subgranular
(SGZ), compuesta por precursores neurales que poseen actividad proliferativa durante
la vida adulta (Altman and Das 1965; Kaplan and Bell 1984; Seri et al., 2001).
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Figura 3: Microfotografia de una seccion cerebral del hipocampo de ratén, teflido por
la doble tinciéon de Timm-Nissl (http:/iww.tdx.cat/bitstream/handle/10803/840/1.INTRODUCCION)

Hipocampo propio o Cuerno de Ammon

Esta dividido en tres areas: CAl (la zona mas distal), CA2 y CA3 (zonas mas
proximales) (Lorente de No'R 1934). El principal tipo celular del Cuerno de Amén son
las células piramidales, que tienen un soma voluminoso y fusiforme, y son de
naturaleza glutamatérgica. Las distintas areas estan estratificadas en las siguientes

capas (Figura 3):

- Estrato alveus: es la capa mas interna, formada por los axones (de ahi su aspecto

blanco) de las células piramidales.

- Estrato oriens (Or): capa estrecha formada esencialmente por las dendritas basales

de las células piramidales.

- Estrato piramidal (Pyr): formado por el soma de las células piramidales.

- Estrato lucidum (SLu): es un estrecho estrato acelular que Unicamente se distingue

en el area CA3. Esta formado por las dendritas apicales de las piramidales de CA3 y
en el cual se establecen conexiones con las fibras musgosas procedentes del Giro

Dentado.

- Estrato _radiatum (Rad): formado por las dendritas apicales de las neuronas

piramidales.

- Estrato lacunosum-molecular (LMol): situado en la parte mas exterior (cercana a la

fisura hipocampal), que contiene las ramificaciones méas distales de las dendritas

apicales de las neuronas piramidales (Amaral and Witter, 1995).
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2.2.2. Circuito Hipocampal
La informacién fluye a lo largo del hipocampo a través de 3 vias principales (Figura 4):

- La via perforante que circula desde la corteza entorrinal a las células granulares del

Giro Dentado.

- La via de las fibras musgosas que va de las células granulares del Giro Dentado a
las células piramidales de la region CA3 del hipocampo.

- La via colateral de Schaffer donde los axones de las células piramidales de la CA3
emiten ramificaciones colaterales, llamadas ramificaciones colaterales de Schaffer,

gue inervan a las células piramidales de CAL.

Se ha demostrado que el hipocampo es una region fundamental para la orientacion
espacial, tanto en humanos como en animales (es mas, contiene un tipo de neuronas
de lugar que responden ante cada localizacion especifica) y ademas también participa

en procesos de asociacion.
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Figura 4: Diagrama basico del circuito hipocampal. PP: via perforante; GD: giro
dentado, fm: fibras musgosas, sch: fibras colaterales de Schaeffer (O'Keefe and Lynn,
1978).

2.3. PATOGENESIS DE LA ENCEFALOPATIA DIABETICA

Existen varios factores de riesgo que pueden contribuir a la disfunciébn cognitiva
asociada a la diabetes. Los efectos a largo plazo que provoca la diabetes a nivel
cerebral se manifiestan tanto a nivel estructural como neurofisiol6gico y
neuropsicologico. Existen multiples factores implicados en el dafio cerebral que puede
provocar la diabetes, en la diabetes tipo 1 las evidencias halladas en diferentes

estudios sugieren que situaciones tales como la hipoglucemia, hiperglucemia y la
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presencia de complicaciones microvasculares son los principales factores causantes
del desarrollo de la encefalopatia (Brands et al., 2004). En la diabetes tipo 2, parece
que la resistencia a insulina, la dislipemia, la hipertension y la enfermedad
cerebrovascular son los factores de mayor importancia en el desarrollo de la disfuncion

cognitiva (McCrimmon et al., 2012).
2.3.1. Hiperglucemia

Segun numerosos estudios la hiperglucemia parece estar relacionada con alteraciones

en la funcién cognitiva en pacientes diabéticos tipo 1 y 2 (Koldl and Seaquist, 2008).

La hiperglucemia altera la funciébn de varios érganos a través de una serie de
mecanismos como: la activacion de la ruta poliol, el aumento de la formaciéon de
productos finales glicosados (AGES), la activacion de la proteina kinasa C (PKC) a
través del diacilglicerol y el cambio de ruta de la glucosa hacia la ruta de la
hexosamina (Biessels et al., 2002; Brownlee, 2005; Klein and Waxman, 2003). Como
consecuencia de estos mecanismos se produce un dafio oxidativo (por un aumento de
ROS), un dafio vascular y una respuesta inflamatoria (mediada por el factor de
transcripcién nuclear kappa (NFKB) (Kuhad et al., 2009). Todo ello ocurre en el

cerebro y puede provocar cambios en la funcién cognitiva.

Klein y Waxman proponen que estos mecanismos anteriormente citados constituyen la
respuesta pasiva a la hiperglucemia (Klein and Waxman, 2003). Ademas, también
definen una respuesta activa en la cual la transcripcion de los genes neuronales se
modula en respuesta a la hiperglucemia y da lugar a cambios en la estructura y

funcién neuronal y por tanto a déficits psicologicos.
2.3.2. Hipoglucemia

La posible relacion existente entre episodios repetitivos de hipoglucemia como causa
de disfuncion cognitiva en la diabetes es discutible y se ha visto que depende de la

edad de aparicion de la enfermedad.

En estudios que datan de 1993 se observan cambios en varias regiones cerebrales
como la corteza frontal y temporal, los ganglios basales y el hipocampo de pacientes
diabéticos que han sufrido episodios de hipoglucemia severa (Gold et al., 1993; Deary
et al., 1993). Sin embargo, mas recientemente se han realizado meta-analisis en los
gue no se ha encontrado una relacion entre la hipoglucemia y los resultados de los test
cognitivos (Brands et al.,, 2005). A pesar de que diversos estudios sefialan que la

hipoglucemia no esta relacionada con una disfuncién cognitiva, esto no se cumple
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para algunos grupos de alto riesgo como los nifios a los que se le ha diagnosticado la
diabetes en sus primeros afos de vida (Aye et al., 2011; Asvold et al., 2010).

Sin embargo, se ha demostrado experimentalmente (en modelos animales) que tras
largos periodos de hipoglucemia (30-60 minutos) se produce necrosis neuronal,
aumento de aspartato, alcalemia y fallo en la energia neuronal, lo cual conlleva a un

electroencefalograma plano (Auer, 2004).
2.3.3. Enfermedad vascular

Existe una extensa literatura donde se refleja que la diabetes conlleva anomalias
morfolégicas y funcionales tanto en la micro como en la macrovasculatura (Pelligrino et
al., 1992; Johnson et al., 1982; Junker et al., 1985). Es l6gico pensar que estos
cambios vasculares puedan ser la causa de las deficiencias funcionales vistas en los

pacientes diabéticos (Mankovsky et al., 1996).

La hiperglucemia causa una disminucion de la vasodilatacién (Williams et al., 1998).
La vasodilatacion estd mediada por el éxido nitrico (NO) el cual es sintetizado por la
oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS). En situaciones de hiperglucemia se produce
una reduccién de la eNOS, probablemente por una disminucién en la expresiéon de la
enzima proteina quinasa C (PKC) (Tesfamariam et al., 1991) y por un aumento en la
actividad de la NADPH-oxidasa (Inoguchi et al., 2000).

Brownlee, en su modelo tedrico para explicar el dafio provocado por la diabetes en
diferentes tejidos (Brownlee, 2001), propone que la hiperglucemia es tdxica para las
células endoteliales de la microvasculatura del cerebro a través de dos mecanismos:
en primer lugar, altera el transporte de glucosa a través de la barrera hematoencefélica
y en segundo lugar, provoca una toxicidad directa sobre las neuronas a través del
aumento en la formacién de radicales superéxidos (como consecuencia de un
aumento del metabolismo de la glucosa intracelular). Sin embargo, Convit opina que
este modelo de Brownlee no es del todo satisfactorio para explicar aquellas
alteraciones asociadas a situaciones en las que no hay hiperglucemia o resistencia a
la insulina. Por ello, Convit propone otro modelo en el que la disfuncién endotelial no
es consecuencia de la hiperglucemia y contribuye a los déficits cognitivos asociados a

la diabetes cuando el aporte de glucosa al cerebro no es suficiente (Convit, 2005).
2.3.4. Resistencia alainsulina

Al contrario de lo que se creia en la década pasada acerca del papel de la insulina en
el cerebro, actualmente existen evidencias a favor de que la insulina puede modular

procesos cognitivos (especialmente aquellos que se dan en el hipocampo) (Zhao et al.,
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1999; Gerozissis, 2003). A pesar de que la insulina no es imprescindible para la
captacion de glucosa por las neuronas (por la presencia de los receptores de glucosa
GLUT-1 y GLUT-3, que son insulino-independientes), se sabe que hay receptores de
glucosa dependientes de insulina (GLUT-4) presentes en el cerebro y especialmente
en el hipocampo (Reagan, 2005; Grillo et al., 2009). Ademas, recientemente se han
descrito evidencias a favor de que la insulina es crucial para el buen funcionamiento

del hipocampo (McNay and Recknagel, 2011; Duarte et al., 2012).

En el cerebro, la insulina y el factor de crecimiento insulinico-1 (IGF-1) median una
multitud de efectos como son: la utilizacion de glucosa y el metabolismo energético, el
estrés oxidativo, la regulaciéon de genes de factores de crecimiento y sus receptores, la
expresion de genes colinérgicos, la expresion y la fosforilacién de proteinas como TAU
y B-amiloide, etc... (Li et al., 2007; Craft, 2007; Li et al., 2001; Francis et al., 2008).
Alteraciones en la ruta de sefializacion de la insulina en el cerebro y la periferia han
sido implicadas en el envejecimiento, la diabetes y el Alzheimer (Frolich et al., 1998;
Gispen and Biessels, 2000; Hoyer, 1998; McNay and Recknagel, 2011).

El grupo de Convit propone que las alteraciones en la tolerancia a la glucosa se
asocian con déficits de memoria y reducciones del volumen del hipocampo (Convit et
al., 2003) y que la resistencia a insulina puede estar relacionada con los déficits
cognitivos (Starr and Convit, 2007). Ademas, se han descrito los mismos déficits
neurocognitivos en pacientes con alteraciones en la tolerancia a la glucosa que en

pacientes con diabetes tipo 2 (Vanhanen et al., 1997).

Existen evidencias clinicas y experimentales que muestran la existencia de una
conexion entre la diabetes tipo 2 y el Alzheimer. Parece que la resistencia a insulina es
clave en esta conexion, ya que tiene efectos directos sobre la acumulacion de (-
amiloide y TAU; y también tiene efectos indirectos sobre la via apoptética y el estrés
oxidativo (Sima, 2010). Ademas, la alteracion en la actuacioén de la insulina también
puede afectar a neurotransmisores y proteinas estructurales del citoesqueleto

neuronal, dando lugar todo ello a una degeneracién de las fibras nerviosas.

3. ESTRES OXIDATIVO Y RADICALES LIBRES

El estrés oxidativo se define como un desequilibrio entre agentes oxidantes y

antioxidantes a favor de los primeros (Figura 5) (Sies, 1997).

Se denominan radicales libres a todas aquellas moléculas que contienen en su orbital

més externo un electron desapareado, por tanto, el electron de dicho orbital
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necesitaria de otro para poseer una configuracion bioguimica y electromagnética
estable. Los radicales libres tienden a reaccionar avidamente con otras moléculas
cercanas para completar este orbital incompleto, desestabilizando con ello la
configuracion electronica de las moléculas con las que reaccionan, convirtiéndolas a
Su vez en especies reactivas y pudiendo producir reacciones en cadena (Whitten and
Gailey, 1985).

La terminologia empleada para designar estas especies quimicas presenta cierta
confusion. En el organismo y en condiciones normales, la mayoria de los radicales
libres (RL) proceden de la respiracidn aerobia y contienen oxigeno, (como el anién
superodxido y el radical hidroxilo) por este motivo muchos autores los llaman ROS.
Estas dos denominaciones (RL y ROS), no son exactamente sinénimos, puesto que
algunas ROS no son radicales, como el perdxido de hidrégeno o el acido hipocloroso.
Otros autores hablan de oxidantes. Por todas estas razones lo habitual es referirse

indistintamente a estas especies como radicales libres, ROS u oxidantes.

Existen también las especies reactivas de nitrégeno (RNS) que derivan del
metabolismo del éxido nitrico. El 6xido nitrico, debido al electrén desapareado que
presenta en su orbital mas externo es por si mismo un radical, pero ademas, en su
metabolismo tienen lugar reacciones con el oxigeno molecular, ROS, metales de
transicion o tioles que daran lugar a la produccion de RNS como el peroxinitrito
(ONOOQ), trioxido dinitrégeno (N2Os), didxido de nitrégeno (NO2) o nitratos (NO3) y
nitritos (NO: ), destacando entre ellas el primero por su alta reactividad. Por lo tanto,
también existe el concepto de estrés nitrosativo, que se produce cuando existe una
produccion excesiva o desregulada del 6xido nitrico y las especies reactivas del
nitrégeno que de él derivan (Hausladen and Stamler, 1999). Esta situacion puede
ocurrir in vivo en distintas patologias, entre ellas las asociadas a procesos
inflamatorios, neurotoxicidad, isquemias o durante la neurotransmision que tiene lugar

mediante activacion de receptores NMDA (Klatt and Lamas, 2000).

Los radicales libres tal y como se describen a continuacion participan tanto en

procesos fisioldgicos como patol6égicos en el organismo vivo.
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Figura 5: Principales especies reactivas de oxigeno y antioxidantes que forman parte
del desequilibrio que representa el estrés oxidativo. (Elaboracién propia).

3.1. GENERACION DE RADICALES LIBRES

Los radicales libres mas comunes son:

Especies reactivas de oxigeno (ROS): anién superodxido (Oy) y radical hidroxilo
(OH).

Especies reactivas de nitrogeno (RNS): éxido nitrico (NO) y dioxido nitrico (NO2" ).
Especies reactivas del cloro (RCS; reactive chlorine species): cloro atomico (CI).

Estas especies reactivas son una parte esencial de la inmunidad innata que protege a
las células de las infecciones, pero también contribuyen a la patogénesis de

enfermedades degenerativas.

Se sabe que otras moléculas como el peréxido de hidrégeno (H20.), peroxinitrito
(ONOOQ) y el &cido hipocloroso (HCLO), aunque no son radicales libres, pueden dar
lugar a ellos a través de diversas reacciones quimicas (Packer et al., 2000, Gilgun-
Sherki et al., 2001).

Algunos de los procesos enddgenos de las células que dan lugar a la formacion de los
RL son: la cadena de transporte electrénico en la mitocondria (Kas and Blattna, 1986),
la activacion de la eNOS (Beckman and Brent, 1990) o una reducida capacidad de los

mecanismos antioxidantes protectores (Giugliano et al., 1996).
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Sin embargo, también existen fuentes exdgenas de radicales libres, como por ejemplo
las radiaciones electromagnéticas o ionizantes (Fridovich, 1983) o la accion de
xenobiéticos y farmacos (Trush et al., 1982).

3.2. FISIOLOGIA DEL ESTRES OXIDATIVO

En cuanto al papel fisiologico, se ha demostrado la funcion de los radicales libres en la
defensa antimicrobiana y antitumoral y su accibn como mensajeros e inductores
genéticos (Hardy and Hunt, 2004; Satriano et al., 1993; Zimmerman et al., 2002).
Pueden intervenir en la inactivacion o activacion de ciertas enzimas (Fillebeen and
Pantopoulos, 2002; Sindhu et al., 2005) y contribuir a la regulacion de la extension del
proceso inflamatorio (Bourbon et al., 2004). Ademas, se ha postulado que el balance
oxidante-antioxidante puede intervenir en el proceso de la apoptosis (Buttke and
Sandstrom, 1994; Svensk et al., 2004). Algunos radicales libres también intervienen en
los procesos de memoria y aprendizaje, ya que se ha descrito que son necesarios
para la generacion de una adecuada potenciacion a largo plazo (PLP) (Klann, 1998).
De hecho, cuando el receptor de NMDA se activa, proceso que se produce durante la
PLP, aumenta la cantidad de superéxido (Bindokas et al., 1996). Sin embargo, otros
autores indican que la induccién de estrés oxidativo puede causar dafios en la

memoria y el aprendizaje (Farooqui, 2008).

3.3. PATOLOGIA DEL ESTRES OXIDATIVO

Respecto a su papel patolégico, los radicales libres pueden relacionarse con la
hipertensién (Touyz, 2004), la disfuncién cardiovascular (Ramachandran et al., 2003),
la inflamacion (Telfer and Brock, 2004) y con enfermedades como la diabetes
(Hermenegildo et al., 1993; Miranda et al., 2006; Muriach et al., 2006), el SIDA (Hsu et
al., 2003), la epilepsia (Patel, 2004), etc.

Estos radicales pueden alterar directa o indirectamente varios mecanismos celulares y
fisiolégicos, por medio de los cuales pueden producir en ultimo término apoptosis y
muerte neuronal (Li et al., 2002; Paravicini and Touyz, 2008; Svensk et al., 2004;
Gupta et al.,, 2007; Torchinsky and Toder, 2007). Pueden inducir alteraciones de
macromoléculas vitales para los seres vivos, entre ellas el ADN (provocando
mutaciones), los lipidos de membrana (provocando su peroxidacion) o las proteinas

(alterando actividades enziméticas).
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3.4. PEROXIDACION LIPIDICA

Los ROS mas prevalentes que pueden afectar mas a los lipidos son el radical hidroxilo
("OH) y el hidroperoxido (HOy). La peroxidacion lipidica se describe como un proceso
a través del cual oxidantes como los radicales libres atacan a lipidos que contienen
dobles enlaces carbono-carbono, especialmente los acidos grasos poliinsaturados
(Poliunsaturated fatty acids, PUFAs) (Yin et al., 2011).

En general el proceso de peroxidacion lipidica tiene lugar en tres pasos: iniciacion,
propagacion y terminacion (Kanner et al., 1987, Girotti, 1998, Yin et al., 2011) (Figura
6). La iniciacion consiste en la formacién de un radical lipidico por la accion de pro-
oxidantes como el radical ‘OH. En la fase de propagacién el radical lipidico reacciona
rapidamente con el oxigeno para formar un radical peréxido (LOO") el cual toma un
hidrégeno de otra molécula lipidica generando nuevos radicales LOO™ que contindan la
reaccibn en cadena y la hidroxi-peroxidacion lipidica (LOOH). Finalmente, en la
reaccion de terminacion, los antioxidantes como la vitamina E ceden un atomo de
hidrégeno a las especies LOO" y forman un hidroperéxido y por tanto productos no
reactivos. Una vez se inicia la peroxidacion, la propagaciéon tendra lugar hasta que los

productos de terminacion sean producidos (Figura 6).

Aniioxidante
TERMINACION 4 J

Radical pe roxldo lipido Lipido insaturado

LDD |
PRDF’AGACION 2 i 3 CADENA

r’W\/\ PROPAGACIDN OOH
.Heordenamlmtol W_V\ LOOH
LOO™ { — S ..
N=\/7\/\ Lipido hidroperdxido
L = 2 )

Radical peroxido insaturado

_ - +
R \ Al H
' W 1 INnicIACION

Lipido insaturado

Figura 6: Etapas que tienen lugar en la peroxidacion lipidica. Adaptado de Ayala
(Ayala et al., 2014).
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3.4.1. Productos derivados de la peroxidacién lipidica.

La peroxidacion lipidica produce una amplia variedad de productos de oxidacion entre
los que encontramos productos primarios como el radical hidroxiperoxido lipidico
(LOOH) y secundarios como el malondialdehido (MDA), propanal, hexanal y 4
hidroxinonenal (4-HNE) (Benedetti et al., 1980, Esterbauer et al., 1982, Esterbauer et
al., 1984, Poli et al., 1985, Esterbauer et al., 1986, Cheeseman et al., 1988, Esterbauer
and Cheeseman, 1990).

El MDA es una molécula volatil, de bajo peso molecular (PM = 72,07), con un grupo
1,3-dicarbonilo siendo moderadamente &cido. En solucién y en fase gaseosa, el MDA
esta enteramente enolizado manteniéndose a través de un enlace de hidrégeno
intramolecular un equilibrio entre dos formas asimétricas. Resulta de la degradacion
oxidativa de los acidos grasos poliinsaturados, especialmente del acido araquidénico
(Esterbauer et al., 1991). Se cree que el MDA se origina bajo condiciones de estrés
celular y tiene una alta capacidad de reaccionar con multiples biomoléculas como las
proteinas o el ADN y de formar aductos con estas moléculas (Luczaj and
Skrzydlewska, 2003, Blair, 2008, Zarkovic et al., 2013). Ademas, una alta produccién
de MDA se ha asociado a diferentes estados patolégicos (Merendino et al., 2003,
Baskol et al., 2006, Sanyal et al., 2009, Bartoli et al., 2011, Li et al., 2012, Garcia et al.,
2013).

El MDA parece ser un producto mutagénico de la peroxidacioén lipidica pues contribuye
de forma importante al dafio y las mutaciones en el ADN (Niedernhofer et al., 2003,
VanderVeen et al., 2003), mientras que el 4-HNE es el mas toxico (Esterbauer et al.,
1990).

El MDA ha sido ampliamente utilizado como un marcador de peroxidacion lipidica
(Figura 7) y el cual se puede cuantificar por espectrofotometria de absorcion visible o
por fluorimetria (Pryor, 1989, Esterbauer and Cheeseman, 1990).
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Figura 7: Reaccién entre el MDA y el TBA para formar el aducto MDA-TBA.. Adaptado
de Grotto (Grotto et al., 2009).

Existe un consenso general acerca de la determinacibn de MDA por cromatografia
liquida de alta presion (HPLC; high pressure liquid chromatography) (Chirico, 1994)
empleandose dicha técnica como uno de los marcadores para determinar la
implicacion del MDA en una situacién de estrés oxidativo patoldgico y evaluar el efecto
del tratamiento con antioxidantes (Halliwell, 2000, Johnsen-Soriano et al., 2007).

3.5. DEFENSAS ANTIOXIDANTES
3.5.1. Sistemas antioxidantes de importancia biolégica

Un antioxidante se define como cualquier sustancia que, cuando esta presente a
concentraciones bajas en comparacion con las del sustrato oxidable, retrasa o
previene significativamente la oxidacién de dicho sustrato (Halliwell & Gutteridge,
1986). El término “sustrato oxidable” incluye casi toda macromolécula que se

encuentra en las células vivas, como proteinas, lipidos, carbohidratos y ADN.

La desintoxicacion de las especies reactivas del oxigeno es uno de los requisitos para
la vida aerobia, por lo que se ha desarrollado un importante sistema defensivo
antioxidante formado por recolectores y neutralizadores no enzimaticos que se llaman
antioxidantes (vitaminas C y E, GSH, etc.), por las enzimas con actividad antioxidante
directa o primaria, llamadas asi por inactivar directamente especies reactivas de
oxigeno (catalasa, superdxido dismutasa (SOD), glutatién peroxidada (GPx), etc.), y
por las enzimas con actividad antioxidante secundaria, que contribuyen al
mantenimiento de otros sistemas antioxidantes o bien conjugan sustancias derivadas
de la accidén toxica de los radicales (glutation S-transferasa (GSTs), glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH), etc.) (Sies, 1997).
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3.6. EL SISTEMA GLUTATION
3.6.1. Sintesis de glutation

El GSH es un tripéptido, el C-L-glutamil-L-cisteinil-glicina (Figura 8), que se encuentra
en todos los tejidos de los mamiferos y cuya concentracion es especialmente elevada
en el higado. El GSH existe en la forma de tiol reducido (GSH), que es la que

predomina en la célula y de disulfuro oxidado (GSSG) (Kaplowitz et al., 1985).

t;:H
oy M CH, 2
" C-CH-CH,-CH,-C-NH-CH-C-NH-CH,-C_
HO nl 0 OH

enlace y-carboxil

y- glutamil cisteinil glicina

Figura 8: Estructura del GSH o C-glutamilcisteinil glicina, donde el glutamato
N-terminal y la cisteina estan unidos por el grupo carboxilo del glutamato. Adaptado de
Lu (Lu, 2009).

Es el mayor antioxidante enddgeno producido por las células y participa en la
neutralizacion de radicales libres y compuestos reactivos del oxigeno. Es sintetizado
en el citosol de todas las células (Meister and Anderson, 1983). La sintesis de GSH a
partir de sus aminoacidos constituyentes implica dos pasos enzimaticos que requieren

de energia en forma de adenosin trifosfato (ATP) (Figura 9):

PASO 1:

GLC

L-glutamato + L-cisteina + ATP ———— P y-glutamil-L-cisteina + ADP+Pi

PASO 2:

y-glutamil-L-cisteina + L-glicina + ATP ———— = GSH + ADP + Pi

Figura 9: Sintesis de GSH (elaboracién propia)
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El primer paso de la biosintesis de GSH es considerado un paso limitante y esta
catalizado por la enzima y-glutamilcisteina sintetasa o la glutamato cisteina ligasa

(GCL), la cual muestra un requerimiento absoluto para el Mg?* o Mn?*,

La GCL esta compuesta por dos subunidades; una pesada o catalitica (GCLC) y una
subunidad ligera o modificadora (GCLM), ambas son codificadas por diferentes genes
en especies tan dispares como los humanos y la mosca de la fruta (Yan and Meister,
1990, Gipp et al., 1992, Huang et al., 1993a, Gipp et al., 1995, Dalton et al., 2004).

La GCLC es la subunidad que demuestra poseer la actividad catalitica y puede existir
una inhibicién de retroalimentacion por el GSH (Seelig et al., 1984). La subunidad
GCLM es enzimaticamente inactiva pero tiene una importante funcion reguladora
(Huang et al., 1993a, Huang et al., 1993b), pues ratones knockout para la GCLM son
viables pero en ausencia de la GCLM, la GCLC es cataliticamente ineficiente, dando

lugar a una disminucién del GSH (Yang et al., 2002).

La GCL es especifica para la fraccién glutamil y estd regulada fisiol6gicamente por un
ciclo de retroalimentacién competitivo no alostérico de inhibicién por GSH, lo cual
implica unir GSH al glutamato y a otro sitio de la enzima (Richman and Meister, 1975,
Huang et al., 1988); por la disponibilidad de su precursor, la L-cisteina (Meister and
Anderson, 1983).

El segundo paso en la sintesis de GSH esta catalizado por la glutation sintetasa (GS).
Esta enzima no se ha estudiado de forma tan amplia como la GCL. La GS purificada
del higado de rata estd compuesta por dos subunidades aparentemente idénticas

(Oppenheimer et al., 1979).

Debido al hecho que la y-glutamil-L-cisteina (producto de la GCL) esta presente a
concentraciones excesivamente bajas cuando la GS esta presente, la GCL se ha

considerado como la enzima limitante para la sintesis del GSH (Dalton et al., 2004).

3.6.2. Funciones del glutation
Las funciones principales del GSH son:
e Detoxificar electréfilos
o Neutralizar radicales libres
e Mantener el estado tiol esencial de las proteinas
e Actuar como reservorio de cisteina
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e Modular procesos celulares criticos tales como la sintesis de ADN,
procesos relacionados con los microtubulos y funcién inmune (Meister and
Anderson, 1983, Kaplowitz et al.,, 1985, DelLeve and Kaplowitz, 1990,
Suthanthiran et al., 1990, Ganea and Harding, 2006).

Ademas, se ha demostrado que el GSH regula la homeostasis del 6xido nitrico (Hogg,
2002), modula la actividad de las proteinas por modificaciones postraduccionales (S-
glutationilacion de las proteinas) (Pompella et al., 2003) y modula la actividad de los
receptores de los neurotransmisores (Oja et al., 2000). A continuacion, se detallaran
un poco dos de las principales funciones del GSH relacionadas con el estrés oxidativo:
la funcion antioxidante del GSH y su papel en el mantenimiento del estado tiol de las

proteinas.

3.6.3. Funcion antioxidante del glutatién

Todos los organismos aerdbicos estan sujetos a cierto nivel de estrés oxidativo por la
respiraciéon mitocondrial. Los intermediarios que se forman, tales como el H;O, y el
radical Oz pueden dar lugar a la produccion de radicales de oxigeno téxicos que
pueden causar peroxidacién lipidica y dafio celular. Para prevenir que esto suceda, el
H.0O- producido de forma end6gena es reducido por el GSH intracelular en presencia
de la GPx.

En el proceso, el GSH es oxidado a GSSG, el cual es reducido de nuevo a GSH por la
GSSG reductasa (GR) con NADPH (Figura 10) formando todo ello un ciclo redox.

Esta es una de las vias principales en muchas células para el metabolismo del H,0,
(Ganea and Harding, 2006, Rahman et al., 2012). Ademas, los peroxidos organicos
pueden ser reducidos por la GPx y también por la GSTs.

El H,O, también puede ser reducido por la accion de la enzima catalasa, pero esta tan
solo esta presente en los peroxisomas y de aqui la importancia del GSH mitocondrial
ya que en las mitocondrias no hay catalasa. Por ello el GSH mitocondrial es critico en
la defensa contra el estrés oxidativo (Fernandez-Checa et al., 1997, Garcia-Ruiz and
Fernandez-Checa, 2006). El estrés oxidativo severo puede superar la habilidad de la
célula para reducir el GSSG a GSH dando lugar a la acumulacion de GSSG. Para
proteger a la célula de una inversion en el equilibrio redox, el GSSG puede ser
transportado de forma activa fuera de la célula o reaccionar con el grupo sulfidrilo de
una proteina dando lugar a la formacién de un disulfuro mixto y disminuyendo el GSH
celular (Lu, 1999).
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Figura 10: Funcién del GSH como antioxidante (Filomeni et al., 2005).
3.6.4. Mantenimiento del estado tiol en las proteinas

El GSH es la forma predominante de tiol no proteico en las células de los mamiferos,
es esencial para mantener el balance redox intracelular y el estado tiol de las proteinas
(Lu, 1999). En particular su fraccion tiol es un potente agente reductor (Apel and Hirt,
2004).

El GSH participa en el intercambio tiol-disulfuro en una reaccién catalizada por la tiol-

transferasa (Figura 11).

| Tiol-tranferasa I

Proteina — SSG + GSH - P Proteina — SH + GSSG

Figura 11: Participacion del GSH en el mantenimiento del estado tiol de las proteinas

Esta reaccion es reversible dependiendo de las concentraciones de GSH y GSSG (Lu,
1999). Normalmente, el contenido celular de GSSG es extremadamente bajo para que
la formacion proteina-disulfuro esté limitada. Se sabe que el equilibrio tiol-disulfuro
dentro de la célula regula un numero diverso de procesos metabdlicos incluyendo la
actividad enzimética, la actividad de transporte, la sefial de transduccion y la expresion
génica a través de la alteracion de los factores de transcripcion sensibles al estado
redox (Hutter et al., 1997, Lu, 1999, Townsend et al., 2003).¢
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4. DIABETES Y ESTRES OXIDATIVO

En la actualidad la insulina y los antidiabéticos orales suelen ser en la mayoria de los
casos el tratamiento de eleccién en los pacientes diabéticos, consiguiendo asi un
adecuado control de la glucemia en pacientes cumplidores. Debido a este hecho los
estudios llevados a cabo en la actualidad se centran principalmente en minimizar las
complicaciones derivadas de la misma como son la nefropatia, retinopatia, neuropatia

y vasculopatia entre otras.

Se sabe que la hiperglucemia es una de las causas principales de las complicaciones
asociadas a la diabetes y que un riguroso control de la glucemia esta relacionado con
la prevencion de dichas complicaciones (Kowluru, 2003), sin embargo, poco se conoce
del mecanismo a través del cual el exceso de glucosa acaba produciendo dafios en los

tejidos.

Aunque existen numerosos trabajos que implican al estrés oxidativo en las
complicaciones de la diabetes, la posible implicacién de éste en la regulacion de la
glucemia es un hecho todavia discutido. Es conocido que un aumento en las
concentraciones plasmaticas de radicales libres pueden alterar la accién de la insulina
y asi contribuir a la hiperglucemia, mientras que ésta y la resistencia a la insulina,
pueden por si mismas producir estrés oxidativo (Muriach et al., 2006, Miranda et al.,
2006, Ceriello, 2000).

La duda que se plantea es si la presencia de un mayor estrés oxidativo es
consecuencia de las complicaciones de la diabetes o si, por el contrario, es causa de
las mismas. En la Ultima década la investigacion animal se ha orientado en dilucidar
esta cuestion y todo parece apuntar a que el estrés oxidativo tiene lugar antes que la
aparicion de las complicaciones asociadas a la diabetes y que las terapias con
tratamientos antioxidantes disminuyen los niveles de agentes estresantes y las
complicaciones asociadas a la enfermedad (Chucair et al., 2007, Muriach et al., 2006,
Kowluru and Odenbach, 2004).

Entre las distintas vias y mecanismos que conducen al estrés oxidativo como
consecuencia de la hiperglucemia se encuentran la disminucién de los niveles de
antioxidantes, la sintesis de prostanoides, la via poliol, la autooxidacion de la glucosa,
la glicosilacion proteica, las interacciones AGE-RAGE (Advanced glycation end
products and advanced glycation end products receptors) y la produccién de RL como

el anion Oy (Figura 12).
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Figura 12: Posibles mecanismos que conducen al estrés oxidativo. (Adaptado de:
Antioxidants in Diabetes Management. Packer, L., Résen, P., Tritschler, H.J., King,
G.L. and Azzi A., Eds., New York: Marcel Dekker, 2000).

Ademas, la produccion aumentada del O, acompafiada de un incremento en la
concentracion de NO favorece la formacién del ONOO-, un fuerte oxidante y citotdxico
que es capaz de iniciar la peroxidaciéon lipidica y afectar a las diferentes vias de

sefalizaciéon (Ceriello, 2003).

Todos estos posibles mecanismos estan relacionados unos con otros. Asi, la
autooxidacién de la glucosa, catalizada por ciertos metales, como el hierro y el cobre,
genera radicales libres (Wolf, 1993). La formacion de radicales libres acelera la
formacion de los AGEs, que a su vez produce mas radicales libres (Bas et al., 2006;
Chappey et al., 1997). La union de los AGEs a sus receptores (RAGE) esta asociada a
la activacion y translocacion nuclear del factor NF-KB (Baynes and Torpe, 1999). La
reduccion de la glucosa a sorbitol por la aldosa reductasa (AR) oxida NADPH,
afectando directamente a la defensa antioxidante (Hohman et al., 1997). La
acumulacién de sorbitol produce estrés osmotico que conduce al estrés oxidativo a
través de la disminucibn de GSH y otros antioxidantes. El tratamiento con ARIs

(inhibidores de la aldosa reductasa) corrige la disminucion de GSH (Baynes and
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Thorpe, 1999). En algunos tejidos diabéticos, pero no en todos, la activaciéon de la via
de la AR conduce a la activacion de la proteina quinasa C (PKC) (Kim et al., 1991).

En conclusion, al respecto se puede decir que, al margen de los elevados niveles de
glucosa en sangre, los pacientes diabéticos presentan una produccion aumentada de
radicales libres capaces de producir dafio en diferentes tejidos y contribuir de esta
forma a la instauracién de las complicaciones tardias de la diabetes e incluso a

desarrollar una resistencia a la insulina.

Actualmente esta abierta una amplia gama de estudios de investigacion centrados en
el uso de antioxidantes para intentar evitar o minimizar las complicaciones asociadas a
la diabetes. Se ha observado que, en el nervio ciatico de ratas diabéticas, las defensas
frente al estrés oxidativo estan disminuidas (Kellogg et al., 2007; Obrosova et al.,
2000). Asi, se ha descrito un descenso en la actividad de la GPx en la neuropatia
diabética experimental tan solo 7-21 dias después de la induccion de la diabetes
(Hermenegildo et al., 1993). El acido lipéico se ha usado en el tratamiento de la
neuropatia diabética tanto en modelos animales como en ensayos clinicos (Packer et
al., 2001).

4.1. ESTRES OXIDATIVO Y ENCEFALOPATIA DIABETICA

El cerebro es uno de los 6rganos con mayor tasa de consumo de oxigeno de nuestro
organismo por lo que se ve especialmente afectado por el dafio oxidativo causado por
los ROS, el acumulo de lipidos y por su escasez de enzimas antioxidantes en

comparacion con otros tejidos.

Se han descrito numerosas patologias en las que existe afectacion cerebral asociada
al estrés oxidativo que tiene lugar en pacientes diabéticos, como es el caso del
Alzheimer (Shibata and Kobayashi, 2008, Boyd-Kimball et al., 2005), el alcoholismo
crénico (Haleng et al., 2007, Herrera et al., 2003) o los accidentes cerebrovasculares.

Existen multiples factores implicados en el dafio cerebral ocasionado por la diabetes
tales como la hipoglucemia, alteraciones cerebrovasculares y en mayor grado la
hiperglucemia. La hiperglucemia aumenta el dafio oxidativo en el cerebro ya que
reduce los niveles de antioxidantes y provoca un aumento en la producciéon de ROS
(Muriach et al., 2006, Aragno et al., 1997). Las neuronas son células especialmente
sensibles a los ROS los cuales estan implicados en muchos procesos
neurodegenerativos como es el caso de la diabetes (Jackson et al., 1994, Dugan et al.,

1995, Yuan and Yanker 2000). En situaciones normales existe un equilibrio entre la
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produccion de ROS y los mecanismos antioxidantes pero diferentes estudios han
demostrado que el envejecimiento de los tejidos aumenta el estrés oxidativo debido
entre otras causas a la disminucion en la actividad de enzimas antioxidantes (Bala et.,
2006).

El estrés oxidativo también provoca la peroxidacion de lipidos y proteinas
acumulandose en el cerebro los productos derivados de estas reacciones (MDA Y
HNE) (Bondereff 1964, Sinha et al., 2008). De igual manera también se ha visto
disminuida la actividad de las enzimas que participan en la defensa antioxidante como
es el caso de la SOD, catalasas y GPx (Suresh and Menon, 1993). Otras posibles
causas que pueden dar lugar a una situacién de estrés oxidativo en un cerebro dafiado
pueden deberse a la auto-oxidacion de la glucosa o la baja concentracion tisular de
antioxidantes tales como el GSH (Reagan et al., 2000, Grillo et al., 2003, Ulusu et al.,
2003, Muriach et al., 2006).

Esta alteracién en los niveles de glutatién puede estar relacionada con un aumento de
la actividad de la ruta de los polioles lo que conduce a un agotamiento de NADPH el

cual es necesario para la reduccioén enzimatica del GSSG.

Se ha demostrado que la diabetes esta relacionada con alteraciones en la cadena de
transporte de electrones mitocondrial, la formacion de ROS, alteraciones en el
metabolismo energético mitocondrial y estrés oxidativo siendo estos los principales

responsables de las complicaciones derivadas de la misma (Moreira et al.,2009).

En este sentido Cardoso et al. ha demostrado que las mitocondrias del hipocampo de
ratas diabéticas (inducida por estreptozotocina STZ) presenta un aumento de los
niveles de MDA junto con una mayor actividad disulfuro de la GR y una reduccion de la
actividad de la SOD y de la relacion GSH/GSSG. También ha demostrado una
alteracion de la fosfoliracion oxidativa caracterizada por una disminucion del potencial
energético mitocondrial (disminucién de los niveles de ATP) y un retraso de la fase de

repolarizacion (Cardoso et al., 2003).
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5. AUTOFAGIA

5.1. DEFINICION

La homeostasis celular requiere de un equilibrio entre la sintesis (anabolismo) y la
degradacion (catabolismo) de macromoléculas (proteinas, lipidos, DNA, etc.). La
degradacion de proteinas puede llevarse a cabo a través de dos rutas principales: la

proteosomal y la autofagica (Klionsky, 2007).

La autofagia es un proceso celular altamente conservado en la evolucion que
secuestra organelas (mitocondrias disfuncionales) y proteinas dafiadas (mal plegadas)
0 senescentes en autofagosomas para el reciclaje de sus componentes (Levine and
Kroewer, 2008) y que actia como mecanismo de proteccién celular frente a una
situacion de estrés oxidativo prolongado. La autofagia también esté involucrada en la
eliminacion de las células a través de la apoptosis. En este punto parece que la
autofagia juega un papel protector de las células frente agentes estresantes pero
paradojicamente la autofagia puede provocar una muerte celular de tipo no apoptético,
por lo que se observa que la autofagia puede promover la proteccion celular o su
muerte en funcién del entorno donde se encuentre. Defectos en los mecanismos de
regulacién de la autofagia se han relacionado con diferentes enfermedades como son
la diabetes, el sindrome metabdlico, el alcoholismo y la dislipemia (Singh et al., 2009,
Donohue 2009, Gonzalez et al., 2011) muy probablemente por el acumulo de

organelas y proteinas dafadas.

5.2. TIPOS DE AUTOFAGIA

Actualmente se pueden diferenciar tres tipos de autofagia en funcién del mecanismo a
través del cual el lisosoma degrada el material intracelular. Estos tres tipos son, la
macroautofagia, la microautofagia y la autofagia mediada por chaperonas (CMA)
(Mizushima and Klionsky, 2007) (Figura 13).
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Figura 13: Diferentes tipos de autofagia: macroautofagia, microautofagia y autofagia
mediada por chaperonas (Mizushima et al. ,2007).

La macroautofagia consiste en un reordenamiento dindmico de membranas y a
diferencia de la degradacion proteosomal, estos mecanismos implican la fusiéon de
estructuras vacuolares con los lisosomas (Mizushima and Klionsky 2007, Yorimitsu
and Klionsky 2005). La macroautofagia, supone el secuestro de proteinas, organelas y
citoplasma en vesiculas citosolicas de doble membrana llamadas autofagosomas, los
cuales se forman a partir de una estructura pre-autofagosomal (Mizushima and
Klionsky 2007, Suzuki et al., 2001). El autofagosoma es una estructura membranosa
que mide entre 300 y 900 nm, una vez formado se fusiona con el lisosoma donde el
contenido intravesicular es liberado hacia el lumen lisosomal, degradandose su
contenido por medio de proteasas lisosomales. El resultado son moléculas que
finalmente se liberan hacia el citosol para la sintesis de novo de diferentes
componentes intracelulares (Mizushima and Klionsky 2007, Suzuki et al., 2001) (Figura
14). En la microautofagia también se lleva a cabo la degradacion de proteinas vy
organelas, pero a diferencia de la “macroautofagia” es el lisosoma el que engloba
directamente los diferentes blancos a degradar, ademas consiste en un proceso
independiente a la adaptacion durante la ausencia de nutrientes (Yorimitsu and
Klionsky 2005, Todde et al., 2009). El tercer tipo de autofagia es la CMA. Existen
multiples proteinas con motivos KFERQ que son secuencias peptidicas que marcan
proteinas citosélicas para la proteolisis lisosomal. Esta secuencia facilita la formacién

de un complejo con la proteina chaperona Hsc70, lo que permite dirigir el complejo
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hacia su degradacion al lisosoma donde la proteina lisosomal LAMP-2 (isoforma 2A de
la proteina de membrana asociada a lisosoma) sirve como un adaptador y receptor,
permitiendo el ingreso de la proteina blanco al lisosoma para su degradacion (Massey
et al., 2006, Majeski and Dice, 2004).
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Figura 14: Macroautofagia (Klionsky, 2007).

5.3. REGULACION Y MARCADORES

En las etapas del proceso autofagico como son la formacién, elongacion y el cierre de
la doble membrana del autofagosoma intervienen unas proteinas conocidas como Atg
o “genes Atg” implicados en todos estos procesos y que fueron identificados
inicialmente en levaduras. En mamiferos la membrana del autofagosoma se ha
propuesto que puede proceder de un subdominio del reticulo endoplasmico llamado
omegasoma, enriquecido con fosfatidilinositol 3-fosfato (Axe et al., 2008) y al que se
afiaden proteinas y lipidos de otros origenes. En la membrana autofagica se forma el
complejo Ulk (quinasa 1 tipo Unc 51) que esta formado por Ulk1/2 (homdlogo en
mamiferos de Atgl), un homdlogo en mamiferos de Atgl3, FIP200 (proteina de 200
kDa que interactia con la familia de las quinasas de adhesion focal, homélogo en
mamiferos de Atgl7) y Atg101. El complejo UIk inicia la nucleacion de la membrana
gue permite el secuestro del material citoplasmatico. Ademas, aunque es desconocida

la funcion exacta, se sabe que es necesario el complejo PI3K (fosfatidilinositol-3-
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quinasa), ya que el complejo formado por WIPI1 (el homologo en mamiferos de Atg18)
con Atg2 y Atg9 de la membrana autofagosomal se une al fosfatidilinositol 3-fosfato
generado, favoreciendo la curvatura y nucleacion de la membrana. Durante la
formacion de la membrana autofagosomal y la nucleacién participan dos sistemas de
conjugacion independientes que se desarrollan paralelamente hasta confluir en la
lipidacion de LC3 (proteina asociada a microtibulos de cadena ligera 1A/1B 3;
homdlogo en mamiferos de Atg8). Estos sistemas de conjugacion se llevan a cabo
comunmente por Atg7, junto con las proteinas AtglO y Atg3. De este modo, Atg7-
Atgl0, por un lado y Atg7-Atg3, por otro, actlan sobre Atgl2-Atgs y LC3,
respectivamente. LC3 es procesado por la cisteina proteasa Atg4 para exponer una
glicina C-terminal y luego se lipida con la unibn de una fosfatidiletanolamina
(Taherbhoy et al., 2011). La forma LC3-fosfatidiletanolamina se conoce en mamiferos
como la proteina LC3-Il, el cual se emplea como marcador de niveles de
autofagosomas, ya que es la Unica proteina especifica de esas estructuras (Figura 15).
Una vez formados los autofagosomas, se desplazan a lo largo de los microtabulos
(Kimura et al., 2008) donde se fusionan con endosomas y lisosomas para formar
finalmente los autolisosomas. Los lisosomas poseen enzimas hidroliticas las cuales al
producirse la formacion del autolisosoma se encargan de degradar el material
secuestrado (Chen and Klionsky, 2011).

l Atg7

Figura 15: Sistema de conjugaciéon de la proteina LC3 a la membrana del
autofagosoma.
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En la formacién de los autofagosomas estd implicado el complejo PI3K, que esta
formado por las proteinas PI3K, p150, Beclinl y Barkor, entre los que Beclinl tiene un
papel predominante. Beclinl contiene un dominio BH3 que determina su interacciéon
con otras proteinas y condiciona su efecto regulador sobre la autofagia. En
condiciones de abundancia de nutrientes, las proteinas Bcl-2 (linfoma de célula B) y
Bcl-XL se unen al dominio BH3 de Beclinl, lo que reduce su actividad pro-autofégica.
En cambio, el ayuno induce su separacion. Esta union entre Beclinl y Bcl-2 es muy
importante en los diferentes procesos reguladores de la autofagia.

Regulacion de la autofagia por nutrientes.

La autofagia es un proceso altamente regulado por multitud de quinasas, factores de
transcripcién y otras proteinas. Las condiciones ambientales de la célula son las que

van a determinar en Ultima instancia la induccién o la inhibicion de la autofagia.

En los organismos pluricelulares, el crecimiento y la divisién celular ocurren cuando las
células disponen de suficiente cantidad de energia y nutrientes, que aportan las
unidades basicas necesarias para la biosintesis de moléculas. En condiciones de
escasez de nutrientes, la autofagia sirve como un mecanismo rapido de adaptacién y
gracias a ella, las células obtienen energia y las subunidades basicas necesarias para
los diferentes procesos biosintéticos esenciales para la supervivencia celular. Por este
motivo, y por lo general, la privacion de nutrientes actia como una sefial de alarma

gue produce la activacion de la autofagia.

La proteina mTORC1 es el principal complejo que controla la autofagia actuando como
un sensor nutricional, activandose en presencia de factores de crecimiento y de altos
niveles de aminoacidos y energia e inhibiendo la autofagia. mMTORC1 es un complejo
formado por la proteina quinasa mTOR, Raptor, mLST8 y PRAS40. En la regulacién
de ese complejo son importantes Raptor, que es una proteina que facilita la interaccion
de mTOR con sus sustratos, como p70S6K (quinasa de 70 kDa de la proteina
ribosomal S6) y 4EBP1 (proteina 1 de union al factor de iniciacion 4E), y PRAS40, que
es un regulador negativo de mTORCL1 el cual si es fosforilado por el propio mTOR o
por Akt se separa del complejo permitiendo la actividad de mTOR. La activacion de
MTORC1, por ejemplo en presencia de la hormona insulina cuyo mecanismo de
inhibicion de la autofagia ha sido ya bien estudiado, ocurre a través de PI3K de clase |,
que activa a Akt y que a su vez inhibe a TSC1/2 (complejo de proteina de esclerosis
tuberosa), de forma que la GTPasa activadora de mTORC1, Rheb puede fosforilar a

este para que se inhiba la autofagia. También se ha descrito que los aminoacidos
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pueden activar a mTORCL1 (Sancak et al., 2010), aunque las vias de sefializacién a
través de las que lo hacen son menos conocidas. Se piensa que en la activacion de
MTORCL1 por diversos factores, esta quinasa es reclutada en las membranas de los
lisosomas de forma dependiente del complejo GTPasa Rag. Una vez alli, Rheb
fosforila a mTORCL1 y esta quinasa inhibe la autofagia. Por el contrario, en ausencia de
factores de crecimiento y de otros activadores de mTORCL1 esto no ocurre y se induce
la autofagia (Esteban et al., 2007).

Regulacion de la autofagia por glucosa.

Uno de los nutrientes implicados en la regulacion de la autofagia y que tiene una
importancia muy relevante en este estudio es la glucosa y como nutriente que es se
espera que actle inhibiendo la autofagia. En modelos experimentales de ratén se ha
observado que a nivel hepdtico la falta de glucosa conducird a un incremento de la
autofagia con el fin de proporcionar a la célula la energia y aminoacidos necesarios
para la biosintesis de proteinas y por el contrario el ayuno de glucosa estimula la
autofagia y el metabolismo de aminoacidos glucogénicos para proporcionar mas
glucosa y mantener sus niveles en la sangre. En cambio, el aporte de glucosa induce

la secrecién de insulina e inhibe la autofagia (Ezaki et al., 2011).

Actualmente el papel de la glucosa a nivel de la regulacién de la autofagia es poco
conocido aunque se ha descrito la posible implicacion del proceso autofagico en

patologias tales como la diabetes.

En las células de los mamiferos se activa la produccion y secrecion de glucagén
(células a del pancreas) o insulina (células B) como respuesta a niveles bajos o
elevados de glucosa en sangre respectivamente. El glucagén activa la autofagia en el
higado mientras que la insulina la inhibe. Al mantener ratones en ayuno, la insulina
alcanza su nivel mas bajo después de 24 h, mientras que los niveles de glucagén se
elevan ya desde las primeras horas del ayuno y los niveles méas elevados de autofagia
coinciden con esos tiempos entre 0 y 24 h (Ezaki et al.,, 2011). Es decir, que en
situaciones de ayuno la autofagia se ve estimulada tanto por la ausencia de insulina la
cual deja de ejercer su papel represor a nivel hepatico y por el glucagén en su papel
activador de la misma. Cuando a continuacion se proporciona glucosa a los ratones en
ayuno se produce el efecto contrario y se inhibe la autofagia que habia sido

previamente inducida por el ayuno (Ezaki et al., 2011).

Aparte de la regulacion de la autofagia por la insulina y por el glucagon, la glucosa

podria también modular la autofagia independientemente de estas hormonas,
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principalmente debido a su papel como factor clave en el estado energético de la
célula 'y también por la posibilidad de producir estrés oxidativo y acumulacién de ROS.

Por otro lado la glucosa también promueve el ensamblaje de la V-ATPasa (bomba de
H* transmembrana) la cual mantiene el pH &acido en el interior del lisosoma, condicion
necesaria para que las hidrolasas de su interior degraden el material secuestrado, via
PI3K (Sautin et al., 2005). Como la actividad de la V-ATPasa favorece la degradacion
lisosomal y este es uno de los Ultimos pasos en el proceso autofagico, se sugiere que
la glucosa tiene un papel inductor de la autofagia. Sin embargo, son pocos los trabajos
gque han establecido que la glucosa incremente la autofagia, probablemente porque el
concepto clasico es que la disponibilidad de nutrientes reduce la autofagia y viceversa.
Estudios de Ravikumar et al. (2003) mostraron que la glucosa induce la autofagia a
través de la inhibicibn de mTORC1. Ademas, se ha descrito también que la trehalosa,
un disacarido compuesto por dos moléculas de glucosa, activa la autofagia, como se
ha demostrado por un incremento de la degradacién de agregados de ubiquitina y de
a-sinucleina (Rodriguez-Navarro et al.,, 2010; Sarkar et al., 2007; Casarejos et al.,
2011).

En contraste con estos datos, la mayoria de los investigadores consideran que en
mamiferos la glucosa inhibe la autofagia (Maruyama et al., 2008; Williams et al., 2009;
Hariharan et al., 2010; Kobayashi et al., 2012). Asi, se ha descrito que cuando ocurre
un descenso de la energia en células incubadas en un medio libre de glucosa se
activa la autofagia como un mecanismo dirigido a restaurar los niveles de ATP (Singh
and Cuervo, 2011). Esta caida en la energia provoca un incremento en la relacion
AMP/ATP, que es detectado por la enzima AMPK y que induce la autofagia (Kim et al.,
2011) a través de diferentes mecanismos. Por el contrario, otros autores concluyen
que la disminucion de ATP no es necesaria para la induccion de la autofagia por la
privacion de glucosa, sino que también se puede deber al estrés del reticulo
endoplasmico (Xi et al., 2011). Aunque el tratamiento con 2-deoxi-D-glucosa reduce el
contenido de ATP intracelular y activa a AMPK, el tratamiento con manosa reduce el
estrés del reticulo endoplasmico sin afectar a los niveles de ATP, recuperandose la
homeostasis celular y disminuyendo los niveles de LC3-Il (Xi et al., 2011). Es decir, la
manosa reduce la autofagia, independientemente del ATP, disminuyendo el estrés del

reticulo endoplasmico.

Por otro lado, tanto la privacion como una elevada concentracion de glucosa pueden
llevar a un incremento de ROS, con la consiguiente induccion del estrés del reticulo y

en consecuencia de la autofagia (Marambio et al., 2010; Younce and Kolattukudy,
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2010; Wang et al.,, 2011). La produccion de ROS ocurre normalmente como
consecuencia de la fosforilacion oxidativa mitocondrial. Un incremento importante de
los niveles de ROS puede causar dafios en el DNA y en las proteinas y mas
especificamente en componentes mitocondriales. Para evitar esto, la célula puede
inducir la autofagia como mecanismo citoprotector (Kanki et al., 2011) a través de una
via dependiente de Beclinl. En condiciones normales, Beclinl se encuentra inactivo
formando un complejo con Bcl-2. Al aumentar los niveles de ROS, Bcl-2 se ubiquitina y
se degrada a través de la via ubiquitina-proteasomas, de forma que Beclinl queda
libre y aumenta la autofagia. Por el contrario, se ha descrito que el ayuno aumenta los
niveles de H>O3, lo que produce la oxidacién e inhibicion de la proteasa Atg4 de forma
que no puede lipidar LC3-ll de la fosfatidiletanolamina de la membrana de los
autofagosomas lo que impide que la proteina LC3 se recicle para ser de nuevo
utilizada e inducir la autofagia (Essick and Sam, 2010). Es decir, aunque en general se
considera que los niveles elevados de ROS inducen la autofagia, en determinadas

condiciones también pueden tener un efecto negativo sobre esta.

5.4. AUTOFAGIA Y ESTRES OXIDATIVO

La hiperglucemia provoca una disminucién de la defensa antioxidante del organismo
asi como un aumento en la produccion de ROS lo que contribuye a provocar dafios en
los tejidos de pacientes con DM debido a alteraciones en el potencial redox de las

células (Beckman and Ames, 1998; Bonnefout-Rousselot, 2002).

El incremento de los niveles de ROS se produce cuando aumenta el transporte
electronico en las mitocondrias y puede suceder tanto por la ausencia como por
elevadas concentraciones de glucosa (Liu et al.,, 2003; Yu et al., 2006). Esta
acumulacién de ROS puede provocar la estimulacion de la autofagia. Al parecer, la
induccion de la autofagia por el incremento en los niveles de ROS se debe a la
activacion de AMPK o de las tres principales proteinas quinasa activadas por mitdgeno
(MAPK), JNK, ERK o0 p38 (Figura 16).
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Figura 16: Autofagia y vias de activacion causadas por el estrés oxidativo.

En el caso de la MAPK p38, esta puede inducir la autofagia a través de dos
mecanismos. Primero, p38 fosforila Bcl-2, lo que rompe el complejo Bcl-2/Beclinl que
inhibe la autofagia. Segundo, p38 puede translocar al ndcleo, donde activa a p53 y, a
través de la quinasa MSK1, a NFKB, ambos activadores de la autofagia. Ademas, JNK
también puede fosforilar a Bcl-2 e impedir la formacion del complejo Bcl-2/Beclinl que
no deja iniciar la autofagia. Finalmente, ERK puede activar la autofagia a través de
TSC1/2.

5.5. DIABETES, AUTOFAGIA Y ENCEFALOPATIA DIABETICA.

Ya en 1922 se reconocid que la diabetes podia provocar una disfuncion cognitiva
(Miles and Root, 1922). Desde entonces, los estudios en modelos experimentales y en
pacientes aportaron informacién sobre alteraciones en la neurotransmision, cambios
electrofisiologicos, anomalias estructurales y alteraciones neuroconductuales, en
particular disfuncién cognitiva y mayor riesgo de depresion (Biessels et al., 1994). Hoy
ya se conoce que la diabetes aumenta el riesgo de padecer enfermedad de Alzheimer
y cualquier otro tipo de demencia (Biessels et al., 2006; Cheng et al., 2012). El cerebro
es un o6rgano con una elevada tasa de consumo de oxigeno por lo que se ve
especialmente afectado por el dafio oxidativo, el acimulo de lipidos y por su escaso

nivel de enzimas antioxidantes en comparacion con otros tejidos.
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La relacion existente entre la afectacion cerebral y la diabetesen parte se debe al
estrés oxidativo mediado por los radicales libres. La situacion de hiperglucemia que se
produce en la diabetes conduce a una mayor producciéon de ROS, a la disfuncién
mitocondrial y al estrés del reticulo endoplasmico que causa un mal plegamiento de
las proteinas y la formacion de agregados, por ejemplo en las células 3 del pancreas
(Nakatani et al., 2005). En esas condiciones, un incremento de la autofagia favorece el
mantenimiento de la estructura, la masa y la funcién de las células, ya que ayuda a
degradar estos agregados que no pueden ser eliminados por los proteasomas al ser
demasiado grandes. Si la autofagia se inhibe, puede observarse un incremento en la
actividad de la caspasa-3, reduciéndose la supervivencia de las células (Han et al.,
2010), asi como un aumento del estrés oxidativo. Aunque la autofagia puede tener un
papel citoprotector durante la hiperglucemia, un aumento excesivo de la autofagia
puede reducir la masa mitocondrial con implicaciones negativas. El estrés del reticulo
endoplasmico originado por la hiperglucemia causa una activacién sostenida de JNK1,
implicada en el desarrollo de la obesidad y en la resistencia a la insulina, que
finalmente sobreestimulan la autofagia. La inhibicibn de esta quinasa reduce la

hiperglucemia y mejora la sensibilidad a la insulina (Kaneto et al., 2004).

Esta descrito el papel que tiene la insulina en la regulacion del metabolismo de la
glucosa a nivel de los tejidos periféricos, pero dicha hormona también juega un papel
muy importante a nivel de numerosas funciones cerebrales, como pueden ser la
cognitiva, la memoria y la plasticidad sinaptica a nivel de la formacién del complejo
insulina-receptor de insulina (IR). Por tanto cabe esperar que alteraciones en la
sefializacioén de la insulina (hipoinsulinemia en la DM tipo 1 y hiperinsulinemia en la

DM tipo 2 estén relacionadas con enfermedades neurolégicas (Xu et al., 2004).

Las neuronas son células no dependientes de insulina aunque su sensibilidad a dicha
hormona esta demostrada a través de diferentes estudios (Belfiore et al., 2009) lo que
sugiere que la resistencia a la insulina también se pueda desarrollar a nivel cerebral.
Los receptores de insulina se encuentran ampliamente distribuidos a través del
cerebro (bulbo olfativo, corteza cerebral, hipocampo, hipotalamo y amigdala). Una
resistencia a la insulina por parte de las neuronas sensoriales puede provocar una
respuesta inadecuada a las sefiales del factor de crecimiento lo que puede contribuir al
desarrollo de la neurodegeneracion y la neuropatia diabética. Por otra parte la insulina
regula el metabolismo mitocondrial y la capacidad oxidativa a través de la via de
sefalizacion PI3K/Akt (Stiles, 2009; Cheng et al., 2010) por lo tanto una disminucion
en esta via de sefializacion provocada por un estado de hiperinsulinemia puede

afectar profundamente a la funcion mitocondrial en las neuronas y dar lugar a un
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aumento del estrés oxidativo (Fisher-Wellman and Neufer, 2012). Por lo tanto esta
demostrado que los productos derivados del aumento del estrés mitocondrial (ROS)
estan estrechamente relacionados con las patologias asociadas a la DM y con el

aumento de la resistencia a la insulina a nivel cerebral.

Actualmente existe una intensa investigacion sobre el papel que desempefia las
alteraciones a nivel de la autofagia con las complicaciones derivadas de la diabetes y
entre ellas la encefalopatia diabética. Hoffman y sus colaboradores (Hoffman et al.,
2010) han descrito varios candidatos que pueden intervenir en la
estimulacion/induccién de la autofagia entre los que destacan la deficiencia/resistencia
a la insulina (Barrett et al., 1982; Schworer et al., 1979), el déficit de factor de
crecimiento tipo insulinico 1 (IGF-1) y su receptor, la hiperglucagonemia y la
hiperglucemia (Liu et al., 2010). Otros candidatos que también han sido motivo de
estudio como posibles candidatos de las alteraciones de la autofagia son alteraciones
en la sintesis y degradaciéon de proteinas debido al estrés oxidativo (Ding et al., 2007),
alteraciones en el metabolismo de los lipidos (Singh et al., 2009; Kim et al., 2007),
incremento en la produccion de cetonas y aldehidos (Finn and Dice, 2005; Hill et al.,
2008) y la peroxidacion lipidica (Hoffman et al.,2011; Muller et al ., 2011). Ademas
también se pueden atribuir las modificaciones de las proteinas asociadas a la diabetes
a defectos en la autofagia (Martinez-Vicente et al., 2005).

Hoffman et al. también documentaron que la autofagia se ve aumentada en el cerebro
de pacientes jovenes DM tipo 1 con mal control metabdlico y con un incremento del
estrés oxidativo (Hoffman et al., 2012). Por otra parte, en pacientes jéovenes con DM
tipo 1 se ha hallado una expresion significativa de marcadores de autofagia tanto en la
materia blanca como gris del cerebro lo cual estd en consonancia con los déficits
estructurales en dichos pacientes (Wessels et al., 2077; Aye et al., 2011) y la atrofia de
la materia blanca en el I6bulo frontal y temporal en casos de cetoacidosis diabética
(Hoffman et al., 2010).
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Hipotesis

La diabetes y sus complicaciones suponen un serio problema médico y
socioeconomico. Estas complicaciones afectan a varios tejidos y érganos provocando

retinopatia, nefropatia, neuropatia, enfermedades cardiovasculares, etc.

La diabetes también estd asociada con déficits cognitivos moderados y cambios
neurofisiologicos y estructurales en el cerebro, un estado denominado encefalopatia
diabética (Biessels et al., 2002). Existen varios factores de riesgo que pueden
contribuir al desarrollo de la encefalopatia diabética, como es la hiperglucemia,
complicaciones vasculares, resistencia a la insulina, etc. Estos factores desencadenan
una serie de alteraciones moleculares que dan lugar en Ultimo término a las
alteraciones estructurales y fisioldgicas que subyacen a la encefalopatia diabética,
siendo los factores mas implicados en estas alteraciones el estrés oxidativo y la
autofagia y por tanto el presente trabajo se centra en determinar la implicacién de

marcadores de estas situaciones en el hipocampo de ratas diabéticas.

Con estos antecedentes, la hip6teisis de trabao que se palntea es la siguiente:

El estrés oxidativo y la autofagia forman parte de las alteraciones moleculares
en la encefalopatia diabética.
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Objetivos

Para poder demostrar la hipoétesis planteada se proponen los siguientes objetivos:

1. Evaluar la implicacién del estrés oxidativo en las alteraciones en el hipocampo de

rata en un modelo experimental de diabetes.

2. Estudiar el papel que desempefia la autofagia, midiendo la expresion de las
proteinas Beclinl, LC3, LAMP-2 y Atg5 en el hipocampo de rata en un modelo de
diabetes.

3. Describir la evolucion temporal del estrés oxidativo y los marcadores de autofagia

en el hipocampo de un modelo experimental de diabetes en rata.
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Material y métodos

1. TRATAMIENTO Y MANEJO DE LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION

1.1. CONDICIONES DE ESTABULACION

La estabulacién se realiz6 en las instalaciones de la unidad de investigacion del

departamento de Ciencias Biomédicas de la Universidad CEU-Cardenal Herrera.

Los animales permanecierén durante el experimento en jaulas con condiciones
controladas de temperatura (20 °C) y humedad (60 %), bajo ciclos constantes de luz-
oscuridad de 12 horas, de 8:00 a 20:00 y de 20:00 a 8:00. Durante su estabulacion, los
animales tuvieron libre acceso al agua y a una dieta estdndar para pequefios animales

de laboratorio, fabricada y distribuida por Harlan Ibérica SL (Barcelona, Espafia).

1.2. MANEJO DE LOS ANIMALES

La manipulacion y cuidado de los animales se realizd siguiendo las normativas
internacionales de la Union Europea segun la legislacion 86/609/ECC vy teniendo la
precaucion de evitar cualquier estrés innecesario o infligir dolor a los mismos. Los
ensayos experimentales fueron aprobados por el comité ético de la Universidad CEU-
Cardenal Herrera (referencia 11/013) y el numero de animales se redujo al minimo
necesario con el objetivo de garantizar la fiabilidad de los resultados obtenidos.

2. DISENO EXPERIMENTAL

2.1. INDUCCION DE LA DIABETES

Para el presente estudio se emplearon ratas macho adultas de raza Wistar.Se
establecio un periodo de una semana antes de iniciar el experimento con el objetivo de

aclimatar los animales a las nuevas condiciones de estabulacion.

Inicialmente se disponia de una n =40 teniendo en cuenta que el objetivo era
conseguir finalmente una n entre 5 y 10 para cada grupo y asumiendo las posibles
pérdidas de animales durante el desarrollo del experimento. La diabetes se indujo a
los animales de experimentacién, con una inyeccién intraperitoneal de dosis Unica de
una solucién de estreptozotocina (STZ) disuelta en tampén citrato 10 mM, pH 5,5, en
las ratas consideradas grupo control se les inyecté Unicamente el vehiculo de la STZ
(tampon citrato). La dosis empleada de STZ fue de 65 mg/kg de peso. Las ratas fueron

consideradas diabéticas cuando su glucemia fue superior a 12 mM (225 mg/dl) a los

59



Material y métodos

tres dias de la inyeccibn de STZ. Debido a la larga duracion del experimento a
aquellas ratas que durante la evolucion del experimento su peso fuese inferior a 200 g
(uno de los sintomas caracteristicos de la diabetes es la pérdida de peso) se les
inyectdé una dosis de mantenimiento de insulina (0,02 ml insulina Humulina NPH
100 Ul/ml via subcutanea) que no lograba normalizar la glucemia, consiguiendo asi la
supervivencia del animal, pero evitando revertir la diabetes. Tal como se muestra en la
figura 15 la duracion del experimento fue de 4 y 12 semanas a partir de la induccion de
la diabetes. En la semana 4 del experimento se sacrificaron 5 animales diabéticos y
5 controles obteniendo asi los grupos control 4 semanas (C4S) y diabéticos
4 semanas (D4S) y exactamente igual a la semana 12 obteniendo en este caso los
grupos control 12 semanas (C12S) y diabéticos 12 semanas (D12S) (Figura 17). Con
el objetivo de llevar un seguimiento adecuado del experimento se determinaron las
glucemias y pesos de cada uno de los animales, dicho control se realizé6 de forma

diaria a los grupos diabéticos y de forma semanal a los controles.
Por tanto los grupos de estudio obtenidos del experimento fueron los siguientes:

- Control 4 semanas (C4S)

- Control 12 semanas (C12S)

- Diabéticos 4 semanas (D4S)

- Diabéticos 12 semanas (D12S)

ESTABULARIO
DiA 0 SEMANA 4 SEMANA 12
ACLIMATACION I |
1 SEMANA W I I
Inyeccion de STZ Sacrificio Sacrificio
(65 mg/Kg)
Induccién diabetes 2 grupos 2 grupos

S CA

Figura 17: Linea temporal del experimento (Elaboracién propia).

DN
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3. OBTENCION Y PROCESADO DE LAS MUESTRAS

El sacrificio de los animales se llevd a cabo mediante la técnica mas incruenta, rapida
e indolora que, por otra parte, no influyera en las variables consideradas en cada
experimento. Las ratas fueron sacrificadas con una sobredosis de anestésico
inyectada intraperitonealmente (ketamina 100 mg/kg peso + azepromazina 2,5 mg/kg
peso). Una vez sacrificadas se procedié a la extraccién del hipocampo el cual se
conservo en el congelador de -80 °C para su posterior analisis.

3.1. ANALISIS BIOQUIMICO

Como se ha explicado anteriormente las ratas fueron sacrificadas con una sobredosis
de anestésico, a continuacién, se procedié a la decapitacion y diseccion del cerebro
del animal para la extraccion del hipocampo, nuestra muestra de estudio. Para el
andlisis de los parametros bioquimicos del estudio las muestras fueron
homogeneizadas introduciéndolas en un homogeneizador de vidrio, que contenia 1ml
de tampédn fosfato potésico 0,1 M, pH 7, a una temperatura de 4 °C. Inmediatamente
después, se acidificaron 180 ul del homogenado con 20 pl de acido perclérico (PCA) al
20 %. Se centrifugd a 12.000 rpm durante 15 minutos a 4°C, se recogi6 el
sobrenadante y se conservo a —20 °C hasta la determinacion de la concentracion de
GSH. EIl resto del homogenado sin acidificar se centrifug6é a 6.000 rpm durante
2 minutos a 4 °C, se recogi6 el sobrenadante e igualmente se conservé a -20 °C para
la determinacién de proteinas, MDA y la actividad de GPx. Los hipocampos que se
seleccionaron para realizar el western blot (WB) fueron homogeneizados con el
tampén de lisis (1 % tritonX-100, 50 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NacCl) suplementado
con 1 mM de DTT, 10 mM NaF, 1 mM de NayVO. y 1x del inhibidor de proteasas
Complete mini (Roche). Cuando ya estaban totalmente homogeneizados se incubaron
durante 30 minutos a 4°C, por ultimo, se centrifugaron durante 20 minutos a
13.000 rpm, quedandonos el sobrenadante y preparando alicuotas de las cuales una
se conservaba a -20 °C y el resto a -80 °C para generar un pequefio stock el cual se

emplearia en funcién de la necesidad.
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4. PROCEDIMIENTOS ANALITICOS Y TECNICAS

4.1. DETERMINACION DE LA GLUCEMIA

Para la determinacion de la glucemia se usé el aparato Accutrend® Sensor (Roche,
Barcelona, Espafia). Los niveles de glucosa en sangre se determinaron realizando una
pequefia incisién en la cola. Empleando las tiras reactivas de glucemia Accu-Chek
®Sensor Confort (Roche, Barcelona, Espafia) se obtuvieron los valores de glucemia
en sangre expresados en mg/dl.

4.2. DETERMINACION DE LA HEMOGLOBINA GLICOSILADA

- Fundamento del método:

Para la determinacion de la hemoglobina glicosilada (HbAlc) se utilizd un test
disponible comercialmente (Biosystems, Barcelona) consistente en un método
cromatogréfico-espectofotométrico y de intercambio i6nico independiente de la

temperatura.

Después de preparar un hemolizado con la muestra de sangre, donde se eliminé la
fraccion labil, las hemoglobinas fueron retenidas por una resina de intercambio
catidnico, eluyéndose la HbAlc, previa eliminacion por lavado de la HbAla+b. La
estimacion del porcentaje de HbAlc se realizé por lectura de la absorbancia a 415 nm.

- Soluciones y reactivos empleados:

e Solucién 1: Ftalato potasico 50 mmol/l, detergente 5 g/l, azida s6dica 0,95 g/l,
pH 5.

e Solucién 2: Tampon fosfato 30 mmol/l, pH 6,5, azida sddica 0,95 g/l.
e Solucién 3: Tampon fosfato 72 mmol/l, pH 6,5, azida sédica 0,95 g/l.
- Procedimiento:

Para la determinacion de la hemoglobina glicosilada se obtuvo sangre de rata,
anestesiada y antes de su sacrificio, extrayéndola directamente del corazén con una
jeringuilla. La sangre se almacendé en tubos con &cido etilendiaminotetraacético.

(EDTA). La muestra en estas condiciones es estable 10 dias a 2-8 °C.

En un tubo de ensayo se pipetearon 50 ul de sangre y 200 pl de solucién 1. Se agito y
se dejo a temperatura ambiente durante 10-15 minutos. De este hemolizado se

tomaron 50 pl, los cuales se aplicaron cuidadosamente sobre el disco superior de la
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columna. Una vez que hubo penetrado todo el hemolizado, se afadieron
sucesivamente 200 pl y 2 ml de la solucién 2 y se dej6é gotear, desechando el eluido.
Se colocé la columna sobre un tubo de ensayo y se afiadié 4 ml de la solucién 3. Se
recogié el eluido, que corresponde a la fraccion de HbAlc. Se agit6 el tubo de ensayo
y se leyo la absorbancia de esta fraccion (HbAlc) a 415 nm frente al agua destilada.
Para la lectura de la absorbancia de la hemoglobina total (Hb TOTAL) se pipetearon
en un tubo de ensayo 12 ml de la solucién 3 y 50 pl del hemolizado, se agité y se leyo
la absorbancia (Hb TOTAL) a 415 nm frente al agua destilada. Los calculos se
realizaron dividiendo la absorbancia de la HbAlc por 3 veces la absorbancia de la Hb
TOTAL.

4.3. DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO LOWRY

- Fundamento del método:

La determinacion de proteinas se realizé segun el procedimiento descrito por Lowry et
al. (Lowry et al., 1951) con las modificaciones utilizadas de forma habitual en nuestro

laboratorio (Peterson, 1977) y que se detallan a continuacion.

El método consistio en la realizacibn de una curva patron de concentraciones
crecientes de Albumina sérica bovina (BSA). Tras la adicion de las soluciones de
trabajo y del reactivo de Folin, se midio la absorbancia (A) de cada uno de los tubos de
ensayo en un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 696 nm. La A696 es
directamente proporcional a la concentracién de proteinas, de modo que con los
valores de absorbancia obtenidos para los distintos estandares se obtuvo la recta
patron y por interpolacién se cuantificaron las concentraciones de proteinas de las

muestras que estaban siendo analizadas.

- Soluciones y reactivos empleados:

e Solucién 1: Na,COs al 4 % (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) + NaOH (Sigma-
Aldrich, Madrid, Espaiia) al 0,8 % en 1 litro de agua bidestilada.

e Solucién 2a: CuSO4 a 1,25 mM (Guinama, Valencia, Espafia), en 1 litro de

agua bidestilada.

e Solucién 2b: C4HsKNaOg a 1,42 mM (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia), en 1 litro

de agua bidestilada.
e Solucién 3: Reactivo de Folin (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) diluido a 1 N.

e Solucién 4: Estandar de 1 mg/ml de BSA (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia).
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La solucién 1+2 se prepara en el momento previamente a su uso.

e Solucién 1+2: solucion 1: solucion 22: solucién 2b (2:1:1) y solucién 3: diluida
1:2alN.

- Procedimiento:

Se prepararon tubos de ensayo de la curva patrén con cantidades diferentes de la
solucion 4 (0, 10, 25, 50,75 y 100 pl) y se afadié agua bidestilada hasta un volumen
de 200 pl. Los tubos de ensayo donde se afiadieron las muestras contenian 15 ul de
muestra y 185 ul de agua bidestilada. Tanto la curva patrén como las muestras se
realizaron por duplicado. A continuacién, a cada tubo de ensayo se le afiadié 1 ml de
la solucién 1+2. Se agité y se dejé reaccionar durante 10 minutos a temperatura
ambiente, tras lo cual se afiadieron 100 pl de la solucién 3 a cada uno de los tubos de
ensayo. Se agitd bien y se esperd durante 25 o0 30 minutos a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo se midi6 la absorbancia de cada uno de los tubos de ensayo
con un espectrofotometro, Genesys™ 20 (Thermo Scientific, Waltham, EE.UU.) a una
longitud de onda de 696 nm. La absorbancia a 696 nm es directamente proporcional a
la concentraciébn de proteinas. Con los valores de absorbancia de los distintos
estandares obtuvimos la recta patrén y por interpolacién determinamos las

concentraciones de proteinas de las muestras analizadas.

4.4. DETERMINACION DE MALONDIALDEHIDO

- Fundamento del método:

Para la cuantificacion del MDA de las muestras de hipocampo, se utiliz6 una
modificacion del método de Richard (Richard et al., 1992) en el cual se determina el
nivel del complejo formado entre el MDA con el &cido tiobarbitdrico (TBA), en base a la
reaccion de dos moléculas de TBA con una de MDA tras su separacion por

cromatografia liquida de alta resolucion (Romero et al., 1998).

- Equipo vy soluciones empleadas:

Para la determinaciéon de la concentraciéon de MDA se emple6 un equipo de HPLC

(Waters, Middleton, EE.UU.) que consta de los siguientes componentes:
- Bomba cromatogréfica: Waters 1525 binary HPLC Pump.
- Detector: Waters 2475 Multi A fluorescence.

- Inyector: Waters 717 plus Autosampler con bucle de 50 pL.
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- Controlador: Multiport modelo RS.232.
- Ordenador: IBM Windows.
- Programa informético: Data System MT2.

La columna empleada fue la Kromasil C18 5 ym, 250 x 4,6 mm (Analisis Vinicos,
Barcelona, Espaia). Las condiciones del flujo fueron de 1 ml/min. La longitud de onda
de excitacion fue de 532 nm y la de emision de 553 nm. El voltaje del detector de
fluorescencia empleado fue de 600 voltios y el tiempo de respuesta de 2 segundos.

La preparacion de las soluciones empleadas se realiz6 del siguiente modo:

La fase mévil se preparé con tampo6n fosfato 50 mM a pH 6 y metanol (mezclados en
proporcion 580 ml de tampoén y 420 ml de metanol). Posteriormente, la fase movil se

filtré a través de un filtro-membrana de celulosa de 0,2 pm.

La solucion madre de calibracion se prepard previamente a su uso y se conservo a
4 °C. Dicha solucién madre consiste en 20 mM de 1,1,3,3-tetraetoxipropano (precursor
del MDA) (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) en etanol absoluto para HPLC.

La solucién de trabajo consiste en una preparacién de acido tiobarbittrico (TBA) al
0,37 % (SigmaAldrich, Madrid, Espafia) y acido perclérico al 6,4 %, 2:1 vlv
respectivamente. La soluciéon de trabajo también se prepar6 de forma diaria

previamente a su uso.

- Procedimiento:

En tubos con tapa de rosca de 2 ml se pipetearon 100 pl de la muestra y 750 ul de la
solucién de trabajo. A continuacion, se mezclé bien y se mantuvo 60 minutos en un
bafio de agua a 95°C. Pasado este tiempo se enfriaron los tubos en hielo (4 °C)
durante 10 minutos con objeto de detener la reaccion. Posteriormente se centrifugaron
10 minutos a 12.000 rpm y 4 °C. Hasta su inyeccion en el equipo HPLC los tubos se

mantuvieron a una temperatura constante de 4 °C.

Puesto que el aducto MDA-TBA es inestable a pH neutro cada muestra se neutralizé
10 minutos antes de la inyeccibn en el equipo de HPLC. Se afadieron
aproximadamente 0,1 ml de hidréxido potésico 0,7 M (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia)
a 0,2 ml de la mezcla que acababamos de centrifugar hasta obtener un pH de 6 el cual
se comprob6 aplicando unos microlitros de muestra en tiras de papel indicadoras de
pH universal 1-11 (Macherey-Nagel, Hoerdt, Francia). Una vez ajustado el pH
centrifugamos durante 1 minuto para ayudar a precipitar sales insolubles que podrian

interferir en la determinacion y se procedio, previo filtrado con filtros de jeringa no
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estériles de 0,2 um (Sartorius Stedim Biotech, Madrid, Espafia), a inyectar en el equipo
de HPLC. Se colocé la mezcla neutralizada, centrifugada y filtrada en el autoinyector.

En cada andlisis se prepard un blanco y una curva de calibracion de estandares (0;
0,2; 0,4;0,5; 1; 1,5y 2 uM). El area del pico obtenido era directamente proporcional a
la concentracion de MDA en la muestra, que se calcul6 por interpolacion en la recta de
regresion obtenida con los estandares.

4.5. DETERMINACION DE GLUTATION

- Fundamento del método:

La determinacién de GSH se realiz6 siguiendo el método de Reed et al. (Reed et al.,
1980) segun el cual el acido iodoacético reacciona con los grupos tioles para formar
derivados carboximetilos, a lo que le sigue una derivatizaciéon croméfora de los grupos
amino con el reactivo de Sanger o 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno (DNFB) dando lugar a
derivados 2,4-dinitrofenil (DNP; 2,4-dinitrophenyl). Estos derivados son rapidamente
separados por HPLC, lo que permite la cuantificacion de niveles nhanomolares de GSH
y aminoacidos relacionados. Los valores de GSH fueron referidos a las
concentraciones de proteina determinadas por el método de Lowry et al. (Lowry et al.,
1951).

- Equipo vy soluciones empleadas:

Se ha empleado un equipo de HPLC (Gilson, Middleton, EE.UU) que consta de los

siguientes componentes:

- Bombas para cromatografia Gilson 322.

- Detector: Gilson 156 UV/VIS.

- Lampara UV/Visible.

- Desgasificador: Gilson 864.

- Autoinyector: Gilson 234 con bucle de 100 pl.
- Gilson serial Input/ Output Chanel (GSIOC).

- Ordenador: 486/50 Hz.

- Programa informatico: Unipoint TM System.

La columna empleada para la determinacién cromatografica fue la Kromasil Amino
5 um, 250 x 4,6 mm (Analisis Vinicos, Barcelona, Espana). Las condiciones iniciales

del flujo empleadas fueron de 1,0 ml/min, con 80 % de fase A y 20 % de fase B. Estas
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condiciones iniciales se mantuvieron durante 10 minutos, seguidas de un gradiente
lineal hasta el 95% de fase movil B durante 40 minutos y reequilibrado con las
condiciones iniciales durante los 10 minutos previos al andlisis de la siguiente muestra.
La longitud de onda empleada fue de 365 nm. El rango del detector ultravioleta fue de
0,005 y el tiempo de respuesta de 5 segundos. Por ultimo, la inyeccion de cada
muestra se realiz6 de forma automética con un autoinyector con capacidad para 45

muestras.
La preparacion de las soluciones empleadas se realizé del siguiente modo:

e Fase movil A: 80 % de metanol HPLC (J.T. Baker ®, Deventer, Holanda) +
20 % agua HPLC (J.T. Baker ®, Deventer, Holanda).

o Fase moévil B: acetato de sodio 5 M (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) + acido
acético glacial (J.T. Baker ®, Deventer, Holanda) + agua calidad HPLC. Una

vez disuelto lo anterior se diluye todo en 80 % de fase A.

Posteriormente, ambas fases se filtraron a través de un filtro-membrana de celulosa de

0,2 um de poro (Sartorius Stedim Biotech, Madrid, Espafia).

La soluciébn madre de calibracion se prepar6 diariamente y se conservl en nevera a
4°C.

- Soluciones para la derivatizacion:

e Solucién 1: 100 mM de &cido iodoacético (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafa) +
0,2 mM de m-cresol (Acros Organics, New Jersey, EE.UU). Esta solucién
permanece estable durante dos semanas tras su preparacion y se conserva a

4 °C protegida de la luz.

e Solucién 2: 10 M de KOH (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) + 3 M KHCO3

(Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia), la cual permanece estable a 4 °C.

e Solucién 3: 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno (DNFB) (Sigma-Aldrich, Madrid,
Espafa) al 15% v/v en etanol absoluto HPLC (J.T. Baker®, Deventer,
Holanda), la cual se prepara previamente a su uso y se conserva a 4 °C

protegida de la luz.

- Procedimiento:

En tubos eppendorf de 2 ml se pipetearon 200 pl de la muestra y 40 ul de la
solucion 1. El pH se ajusté a 8,5-9 al afadir 60 pl de la solucion 2, tras este paso se
incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Finalmente se

afiadieron 200 pl de la solucion 3 para formar los derivados 2,4-dinitrofenil (DNP).
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Estos requieren un minimo de 4 horas de oscuridad a 4°C para su formacion.
Posteriormente se centrifugaron 10 minutos a 13.000 rpm y el sobrenadante se utilizé
para el andlisis en el equipo de HPLC. La cantidad de muestra minima inyectada fue

de 115 pl para tener la seguridad de llenar el bucle de 100 pl.

En cada analisis se prepard un blanco y una curva de calibracién de estandares (0; 20;
40; 50; 60; 80 y 100 uM). El area del pico obtenido fue directamente proporcional a la
concentracion de GSH en la muestra, que se calculd por interpolacion en la recta de

regresion obtenida con los estandares.

4.6. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GLUTATION PEROXIDASA

- Fundamento del método:

La actividad de GPx se determin0 segun el método propuesto por Lawrence
(Lawrence et al., 1978) frente a peroxido de hidrégeno, basado en las siguientes

reacciones (Figura 18):

GPx

H.0, +GSH — P H,0 +GSSG

lGSH reductasa |

GSSG +NAD(P)H ——— = GSH + NAD(P)"

Figura 18: Actividad GPx (elaboracién propia)

La formacion del glutatién disulfuro esta catalizada por la actividad de la enzima GPx
de la muestra, el cual es a su vez, reducido de forma continua por un exceso de la
actividad glutation disulfuro reductasa presente en el medio. Esta reduccion requiere la
oxidacion de NADPH, cuya desaparicion se registra espectrofotométricamente

utilizando una longitud de onda de 340 nm.
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- Soluciones empleadas:

e Solucién 1. Tampon fosfato potésico 0,1 M, pH 7,0, que contiene: EDTA 1 mM
y azida sodica 1 mM.

e Solucién 2. Glutation disulfuro reductasa 2,4 U/mL

e Solucién 3. GSH 10 mM.

e Solucién 4. NADPH 1,5 mM disuelto en NaHCO 3 al 0,1 %.
e Solucién 5. Peréxido de hidrégeno 1,5 mM.

- Procedimiento:

El procedimiento analitico consistio en la adicion de forma sucesiva a una microcubeta
de 550 pl de la solucion 1 (tampodn fosfato potasico), 50 pl de muestra, 100 pul de la
solucién de glutation reductasa (solucién 2) y 100 ul de la solucion 3. Se preincub6
esta muestra durante 5 minutos a 37 °C, tras lo cual se afiadieron 100 pl de la solucién
4. Se monitorizd durante 3 minutos el consumo de NADPH no dependiente de
hidroperéxidos. Por ultimo, se afiadieron 100 ul de la solucién 5 y se registré de nuevo
la disminucién de la absorbancia a 340 nm durante 5 minutos, que fue resultado del
consumo de NADPH. El célculo se realiz6 por la diferencia entre el consumo de
NADPH antes y después de la adicién de hidroperéxido.

C=Vf/exdxVmxAA/ At (mmolx L-1 x min-1)

Vf = volumen final en mL
Vm = volumen de muestra en mL

¢ = coeficiente de extincién molar (para el NADPH en estas condiciones es de 6.22

mM-1 x cm-1)

d = paso de luz de la cubeta (1 cm en nuestro caso)
AA = disminucién de la absorbancia a 340 nm

At = intervalo de tiempo considerado.

Los valores se expresan como nmol de NADPH consumidos por minuto y por mg de

proteina.
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4.7. ANALISIS DE PROTEINAS MEDIANTE LA TECNICA DE WESTERN BLOT

4.7.1. Determinacion de proteinas por el método Bradford

- Fundamento del método:

Este método se emplea para cuantificar las proteinas de las muestras destinadas a
WB y estd basado en el método de Bradford (Bradford, 1976).

El método de Bradford es un método espectrofotométrico que consiste en la
realizacion de una curva patron de concentraciones crecientes de BSA. Tras la adicién
de las soluciones de trabajo, se mide la absorbancia a 595 nm (A595) de cada uno de
los tubos de ensayo. La A595 es directamente proporcional a la concentracién de
proteinas, de este modo, con los valores de absorbancia obtenidos para los distintos
estandares, se obtiene la recta patron y por interpolacion se cuantifican las

concentraciones de proteinas de las muestras que estan siendo analizadas.

- Soluciones y reactivos empleados:

e Estandar de 5 pg/ul de BSA (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia). Para desarrollar

el protocolo se realizaran diluciones de este estandar.
¢ Dilucién del estandar de 5 pg/ul de BSA a una dilucion de 0,5 pg/ul.

e Reactivo de trabajo: Bio-Rad protein assay (Bio-Rad, Hércules, EE. UU) diluido

1:5 en agua bidestilada.

- Procedimiento:

La recta patrén de BSA y la de las muestras problema se prepararon por duplicado.

En primer lugar, ser realiz6 una recta patron de concentraciones conocidas de BSA
(0, 0,5, 1,5, 10, 20, 50 ug). Se afiadié una cantidad determinada de esta proteina y un
volumen hasta 1 ml del reactivo de trabajo. Para cuantificar las proteinas de las
muestras se afiadieron 2 pl de muestra y hasta 1 ml del reactivo de trabajo y se incubo
durante 5 min para que tuviera lugar la reaccion. Transcurrido este tiempo se midio la
absorbancia de la recta patrén y las muestras a 595 nm en un espectrofotémetro. Con
los valores de absorbancia obtenidos, se cuantificaron las concentraciones de
proteinas de las muestras ya que la absorbancia es directamente proporcional a la

concentracion de proteinas.
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4.7.2. Técnica de Western blot

- Fundamento del método:

La metodologia de WB empleada estd descrita en el libro Current Protocols in
molecular Biology (Gallagher et al., 2008). Este procedimiento consiste en la migracién
de proteinas del tejido fraccionado por medio de una electroforesis desnaturalizante en
geles de acrilamida (SDS-PAGE; sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis). Estas proteinas una vez que se han separado por su tamafio en el
gel, se transfieren a una membrana de nitrocelulosa. La presencia de las proteinas se
pone de manifiesto por medio de anticuerpos especificos ligados a un sistema de

deteccidn y visualizacion.

- Equipo empleado:

Para el revelado del WB se empled el equipo ImageQuant™ LAS 4000 (GE Healthcare
Life Sciences, Barcelona, Espafia) cuyas bandas se cuantificaron después con el
programa informéatico de analisis de imagen ImageJ 1.44 (http://imagej.nih.gov/ij;
Javal.6.9_10 (32-bit).

- Soluciones y reactivos:

e Acrilamida: solucién de 40 % de acrilamida y bis-acrilamida, 37,5:1 (Bio-Rad,
Hercules, EE.UU.).

e Tris (hidroximetil) aminometano (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia).

o SDS (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia).

o Glicina para electroforesis (Sigma-Aldrich, Madrid, Espania).

¢ Persulfato amonico (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia).

¢ N, N, N, N'-tetrametiletilendiamina (TEMED) (Bio-Rad, Hercules, EE.UU.).

e Tampodn de electroforesis: 25 mM de Tris + Glicina 1,92 M + SDS al 0,1 %.

e Tampodn de transferencia: 20 % de metanol+ 25 mM de Tris + Glicina 0,92 M

e Tampon de carga 1 X: 15% SDS, 50 % glicerol (Sigma Aldrich, Madrid,
Espafa) y 0,1 % azul de bromofenol (Sigma Aldrich, Madrid, Espafia).

e Marcador de peso molecular: SeeBlue® Plus2 pre-stained estandar (Invitrogen,
Lifetech, Madrid, Espafia).

e Colorante de proteinas: rojo Ponceau S (Sigma Aldrich, Madrid, Espafia).
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e PBS 0,01 MpH?7,2.
o PBS-tween 20 al 0,1 % (QBIO gene, Carlsbad, EE.UU.).
e PBS-BSA 3 %-azida sodica al 0,01 % (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia).

e Solucién de bloqueo: 5 g de leche descremada en 100 ml de PBS-tween 20 al
0,1 %.

o Kit de revelado: Pierce® ECL Western Blotting Substrate (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, EE. UU.).

e Solucién de stripping: 200 mM de glicina para electroforesis con SDS al 0,4 %.
- Procedimiento:

1. Se prepararon los geles de acrilamida al porcentaje adecuado en funcion del peso
molecular de la proteina a analizar. En nuestro caso se emplearon geles del 10-15 %
de acrilamida y de 1 mm de grosor.

2. Las muestras se prepararon en funcién de la cantidad de proteinas obtenida por el
método de Bradford descrito anteriormente (apartado 4.1.4.4.1.). De este modo, se
empled mas o menos cantidad de muestra para finalmente cargar 75 pug de proteina
total por cada una de las muestras. Se afiadieron a las muestras tampon de carga 1 X
y a continuacion, las muestras se hirvieron a 95°C durante 5 minutos y se

centrifugaron durante 1 minuto a 13.000 rpm.

3. Las muestras se cargaron en los pocillos y la electroforesis vertical se realizd
durante 60 minutos a 200 V con el sistema Bio-Rad Mini-PROTEAN 3 (Bio-Rad,
Hercules, EE.UU).

4. La transferencia a una membrana de nitrocelulosa Amersham™ Hybond ECL (GE
Healthcare Life Sciences, Barcelona, Espafia), se realizé con un equipo Mini
PROTEAN 3 durante 60 minutos a 300 mA. Para comprobar el éxito en la
transferencia, las membranas se tifieron con la solucién de rojo Ponceau, y después

se lavaron 3 veces durante 10 minutos con PBS 0,01 M pH 7,2.

5. Las membranas se incubaron con solucién de bloqueo durante 1 hora en agitacion.
A continuacion, se lavaron con PBS-tween 20 al 0,1 %, 3 veces durante 10 minutos
(excepto el ultimo lavado que se realizé con PBS 0,01 M pH 7,2) y se incubaron de
nuevo las membranas, esta vez con el anticuerpo primario (Tabla 4) diluido en PBS-

BSA 3 %-azida s6dica 0,01 %, durante toda la noche a 4 °C en reposo.
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6. Al dia siguiente, las membranas se lavaron de nuevo 3 veces durante 10 minutos
con PBS-tween 20 al 0,1 % en agitacion y se incubaron durante 1 hora en agitacion
con el anticuerpo secundario correspondiente que va unido a peroxidasa de rabano
(HRP; horseradish peroxidase) diluido en solucion de bloqueo (Tabla 1).
Posteriormente, se realizaron de nuevo lavados en las mismas condiciones de los

lavados previos a la incubacion con el anticuerpo primario.

Tabla 1: Lista de anticuerpos utilizados para la técnica de WB. Se detalla la dilucién a
la que se ha usado, la especie donde se ha producido, la casa comercial y su
referencia en el catalogo.

Anticuerpo Casa comercial Descripcion Dilucion Referencia
LC3 Cell Signaling Policlonal de conejo | 1:1000 #2775
Beclin-1 Santa Cruz Policlonal de conejo | 1:1000 SC-11427

biotechnology

Lamp-2A Invitrogen Policlonal de conejo | 1:1000 51-2200

Atg5 Novus Biologicals | Policlonal de conejo | 1:500 NB110-
PRIMARIOS 53818

Nrf2 Santa Cruz Policlonal de conejo | 1:200 SC-722

biotechnology

GCLC Abcam Policlonal de conejo | 1:1000 Ab53179

B-Actina Sigma Monoclonal de 1:30000 A3854
raton

Anti Rabbit Santa Cruz F(ab’)2 de cabra 1:5000 SC-3837

SECUNDARIO IgG-HRP(Fc) | biotechnology

7. Finalmente, se procedid a la deteccién por quimioluminiscencia con el kit de
revelado (ECL 2) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las membranas fueron
analizadas con un lector de imagenes por quimioluminiscencia (ImageQuant™ LAS
4000) y con el correspondiente programa informatico de analisis de imagen (ImageJ
1.44).

En caso que quisiéramos emplear de nuevo la misma membrana para detectar una
proteina diferente a la ensayada: tras el revelado se realizaban lavados con PBS 0,01
M pH 7,2 y las membranas se incubaban durante 20 minutos en suave agitacion con la
solucion de stripping. A continuacion, se podia proceder con las mismas a su lavado,

blogueo y pasos posteriores descritos anteriormente.
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5. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico de los datos de este trabajo se ha llevado a cabo utilizando el
programa SPSS, versién 15. En primer lugar, se analizan los datos para comprobar
gue siguen una distribucion normal. A continuacion, se obtienen los estadisticos
descriptivos media y desviacion tipica de los parametros analizados para cada grupo.
Por dltimo, para comparar las medias de los diferentes grupos se lleva a cabo un
Andlisis de la Varianza (ANOVA) de un factor. Para obtener la significacion de cada
comparacion se realizan las comparaciones multiples posthoc: si las varianzas de los
grupos son iguales (determinado por el test de Levene de homogeneidad de
varianzas) se aplica el test de Bonferroni, si no lo son se emplea el test T3 de Dunnett.

Para obtener la estadistica de las correlaciones, se lleva a cabo el andlisis de
regresion lineal entre las variables. Del resumen del modelo de regresion lineal se
obtiene el coeficiente de correlaciéon de Pearson (R) y ademas, se realiza un ANOVA

para conocer la significacion de la correlacion.

El nivel de significacion escogido es de 0,05. Por lo tanto, si la significacion de una
comparacion es menor que 0,05 rechazaremos la hipotesis de igualdad de medias y
concluiremos que no todas las medias poblacionales comparadas son iguales. En

caso contrario, no podremos rechazar la hipétesis de igualdad.
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1. VARIABLES DESCRIPTIVAS: PESO, GLUCEMIA Y HEMOGLOBINA GLICOSILADA

1.1. VARIACION DEL PESO

En la Tabla 2 se muestran los valores del peso (expresados como media + desviacién
tipica) al final del experimento en los diferentes grupos de estudio. Tanto en la Tabla 2
como en la Figura 19 se observa que hay una disminucién estadisticamente
significativa del peso de las ratas diabéticas, tanto a las 4 como a las 12 semanas

respecto a su grupo control.
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Figura 19: Evolucion temporal del peso en los diferentes grupos del experimento.

1.2. ESTUDIO DE LA GLUCEMIA SANGUINEA

Tal y como se puede observar tanto en la Tabla 2 como en la Figura 20 donde se
reflejan los valores de la glucemia sanguinea (expresados como media + desviacion
tipica) de los diferentes grupos al final del experimento, en los grupos diabéticos existe
un aumento estadisticamente significativo de los valores de glucemia en sangre
(superiores 225 mg/dl) respecto a sus controles, lo cual es considerado como
hiperglucemia. Los grupos control presentan valores de glucemia sanguinea normales

(normoglucémicos).
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Figura 20: Variacion de los valores de glucemia en los diferentes grupos del
experimento. ** p < 0,05 vs C4S; *** p < 0,05 vs C12S.

1.3. ESTUDIO DE LA HEMOGLOBINA GLICOSILADA

En la Tabla 2 se muestran los porcentajes de hemoglobina glicosilada (expresados
como media + desviacién tipica) de los diferentes grupos al final del experimento.
Tanto en la Tabla 2 como en la Figura 21 se observa que los grupos diabéticos tienen
valores de % HbAlc estadisticamente mayores que sus respectivos grupos control.

Cabe destacar la homogeneidad de los valores entre los grupos controles y los

diabéticos.
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Figura 21: Variacion de los valores de HbAlc en los diferentes grupos del
experimento. ** p < 0,05 vs C4S; *** p < 0,05 vs C12S.
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Tabla 2: Relaciébn de peso (g), glucemia (mg/dl) y porcentaje de hemoglobina
glicosilada (%HbAlc) de todos los grupos al finalizar el experimento. Resultados
expresados como media + desviacion tipica. * p < 0,05 vs todos los grupos; ** p < 0,05
vs C4S; *** p < 0,05 vs C12S. El tamafio muestral de cada grupo fue como minimo de
n=>5.

GRUPO Peso (g) Glucemia (mg/dl) % HbAlc
C4S 378,95+ 21,55 91,21+ 11,61 3,27 £ 0,93
D4S 244,40 + 43,11* 453,19 + 84,47** 5,84 + 0,71*

C12S 445,76 = 35,17* 93,76 £ 17,21 3,24 £ 0,86
D12S 247,54 + 39,15 501,65 + 70,83™ 5,86 + 0,87

2. PARAMETROS BIOQUIMICOS INDICADORES DE ESTRES OXIDATIVO

2.1. ESTUDIO DE LA CONCENTRACION DE MALONDIALDEHIDO EN HOMOGENADO DE
HIPOCAMPO

En la Tabla 3 se muestran los valores de la concentracién de MDA (nmol/mg proteina)
en homogenado de hipocampo. El dato que se presenta es la medida del andlisis
bioguimico realizado al finalizar el experimento y expresado como media + desviacién
tipica.

Tabla 3: Parametros bioquimicos obtenidos a partir del homogenado de hipocampo de
todos los grupos al finalizar el experimento. En la tabla se muestra la concentracion de

MDA (nmol/mg proteina).* p < 0,05 vs todos los grupos. El tamafio muestral fue como
minimo de n = 5.

GRUPO MDA (nmol/mg proteina)
C4S 0,45+ 0,03
D4S 0,53 + 0,06
C12s 0,35+ 0,16
D12S 0,78 £ 0,19

En la figura 19 se compara graficamente la concentracion de MDA en los diferentes

grupos. Como se puede observar a las 4 semanas de diabetes no existen diferencias
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estadisticamente significativas entre las ratas diabéticas y sus controles en cambio a
las 12 semanas desde la induccién de la diabetes si que se observa un aumento
estadisticamente significativo en la concentracion de MDA en el grupo diabético
respecto a su control.
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Figura 22: Comparaciéon de la concentracion de MDA (nmol/mg proteina) obtenida a
partir del homogenado de hipocampo de todos los grupos al finalizar el experimento.
* p < 0,05 vs todos los grupos

2.2. ESTUDIO DE LA CONCENTRACION DE GLUTATION EN HOMOGENADO DE
HIPOCAMPO

En la tabla 4 se muestran los valores de la concentracion de GSH (nmol/mg proteina)
en homogenado de hipocampo. El dato que se presenta es la medida de la
determinacion bioquimica realizada al finalizar el experimento y expresado como

media * desviacion tipica.
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Tabla 4: Parametros bioquimicos obtenidos a partir del homogenado de hipocampo de
todos los grupos al finalizar el experimento. En la tabla se muestra la concentracion de
GSH (nmol/mg proteina).* p < 0,05 vs C12S. El tamafio muestral fue como minimo de

n=>5.
GRUPO GSH (nmol/mg proteina)
C4s 11,62 +5,75
D4S 14,15 + 4,59
C12S 17,46 + 2,19
D12S 10,61+ 1,39°

En la Figura 23 se compara graficamente la concentracion de GSH en los diferentes

grupos. Se puede observar que no existen diferencias estadisticamente significativas

entre las ratas diabéticas y sus controles a las 4 semanas del experimento en cambio

a las 12 semanas en el grupo diabético se observa una disminucién estadisticamente

significativa de la concentracién de GSH comparado con su grupo control.
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Figura 23: Comparacion de la concentracion de GSH (nmol/mg proteina) obtenida a
partir del homogenado de hipocampo de todos los grupos al finalizar el experimento.

*p<0,05vs C12S.
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2.3. CORRELACION ENTRE LA CONCENTRACION DE MDA Y GSH EN HOMOGENADO
DE HIPOCAMPO

En la Figura 24 se muestra la correlacion entre la concentracion de MDA (nmol/mg
proteina) y GSH (nmol/mg proteina) en homogenado de hipocampo. Se observa que
existe una correlacibn negativa entre ambos parametros bioquimicos la cual es
estadisticamente significativa. De manera que en aquellos animales que poseen un

valor mas elevado en la concentracion de MDA, el valor de la concentracion de GSH

es menor.
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Figura 24: Correlacion entre la concentracion de GSH (nmol/mg proteina) y la
concentracion de MDA (nmol/mg proteina) en homogenado de hipocampo de todos
los grupos de estudio.

2.4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD GLUTATION PEROXIDASA

En la Tabla 5 se muestran los valores de la actividad GPx (nmol/mg*min) obtenida en
homogenado de hipocampo. El dato que se presenta es la medida de la determinacién
bioquimica realizada al finalizar el experimento y expresado como media + desviacion

tipica.
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Tabla 5: Parametros bioquimicos obtenidos a partir del homogenado de hipocampo de
todos los grupos al finalizar el experimento. En la tabla se muestra la actividad de GPx
(nmol/mg.min). * p < 0.05 vs C4S. El tamafio muestral fue como minimo de n=5.

GRUPO GPx (nmol/mg.min)
C4s 26,72 + 2,13
D4S 26,11 + 4,25
C12s 61,65 + 22,58 *
D12S 49,82 + 1,13

En la Figura 25 se compara graficamente la actividad de la GPx en los diferentes

grupos. Se observa un aumento estadisticamente significativo de la actividad de la

GPx en el grupo control 12 semanas respecto al grupo control 4 semanas (* p < 0.05

vs C4S). También se puede observar en la grafica como el grupo diabetes 12

semanas presenta una tendencia a la disminucion de la actividad de la GPx respecto a

su control pero que no es estadisticamente significativa, lo cual podriamos atribuir a la

alta desviacion del grupo control 12 semanas.
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Figura 25: Comparacion de la actividad GPx (nmol/mg*min) obtenida a partir del
homogenado de hipocampo de todos los grupos al finalizar el experimento. * p < 0.05

vs C4S.
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2.5. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE NRF2 EN HOMOGENADO DE HIPOCAMPO

La Figura 26 representa la imagen de WB vy los valores obtenidos tras la cuantificacion
de la densidad de las bandas para la proteina NRF2 respecto a la Actina. Dichos
valores hacen referencia a los diferentes grupos de estudio en las semanas 4 y 12 del
experimento. Podemos observar un aumento estadisticamente significativo de los
valores de densidad 6ptica de los grupos diabéticos (tanto a las 4 como a las 12
semanas del experimento) respecto a sus controles (& p < 0.05 vs C4S) (* p < 0.05 vs
C12S). Respecto a la evolucion temporal de la diabetes podemos observar en la
Figura 26 que a las 12 semanas del experimento los valores de densidad Optica de
NRF2 presentan una disminucion estadisticamente significativa respecto a los grupos
de 4 semanas (# p < 0.05 vs C4S, DA4S).
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Figura 26: Deteccion de la proteina NRF2 por WB en los diferentes grupos de estudio
a las 4 y 12 semanas. (A) Imagen del WB para la proteina NRF2 en cada grupo
experimental (n=5 por grupo). (B) Gréfico de la cuantificacion de la densidad Optica de
las bandas (ratio de NRF2/Actina) en cada uno de los grupos experimentales. Las
barras de error representan la desviacion estandar de la media. & p < 0,05 vs C4S, * p
<0,05vs C12Sy # p < 0,05 vs C4S, D4S.

84



Resultados

3. PARAMETROS BIOQUIMICOS INDICADORES DE AUTOFAGIA

3.1.LC3

La Figura 27 representa la imagen de WB vy los valores obtenidos tras la cuantificacion
de la densidad de las bandas para la proteina LC3 Il respecto a la subunidad LC3 I.
Dichos valores hacen referencia a los diferentes grupos de estudio en las semanas 4 y
12 del experimento. Existe un aumento estadisticamente significativo en los valores de
densidad Optica de todos los grupos respecto al grupo control 4 semanas (* p < 0,05
vs C4S) y del grupo diabetes 12 semanas frente a diabetes 4 semanas (** p < 0,05 vs
D4S).
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Figura 27: Deteccion de la proteina LC3 por WB en los diferentes grupos de estudio a
las 4 y 12 semanas. (A) Imagen del WB para la proteina LC3 en cada grupo
experimental (n=5 por grupo). (B) Gréfico de la cuantificacion de la densidad éptica de
las bandas (ratio de LC3II/LC3I) en cada uno de los grupos experimentales. Las barras
de error representan la desviacién estandar de la media. * p < 0,05 vs C4S y ** p <
0,05 vs D4S.
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3.2. Atg5

La Figura 28 representa la imagen de WB y los valores obtenidos tras la cuantificacién
de la densidad de las bandas para la proteina Atg5 respecto a la Actina. Dichos
valores hacen referencia a los diferentes grupos de estudio en las semanas 4 y 12 del
experimento. Existe un aumento estadisticamente significativo en el valor de densidad
Optica del grupo diabetes 4 semanas respecto al resto de grupos (* p < 0,05 vs C4S,
C12S, D12S).
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Figura 28: Deteccién de la proteina Atg5 por WB en los diferentes grupos de estudio a
las 4 y 12 semanas. (A) Imagen del WB para la proteina Atgs en cada grupo
experimental (n=5 por grupo). (B) Gréfico de la cuantificacion de la densidad 6ptica de
las bandas (ratio de Atg5/Actina) en cada uno de los grupos experimentales. Las
barras de error representan la desviacién estandar de la media (* p < 0,05 vs C4S,
C12s, D12S).
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3.3. BECLIN1

La Figura 29 representa la imagen de WB y los valores obtenidos tras la cuantificacién
de la densidad de las bandas para la proteina Beclinl respecto a la Actina. Dichos
valores hacen referencia a los diferentes grupos de estudio en las semanas 4 y 12 del
experimento. Existe un aumento estadisticamente significativo en los valores de
densidad oéptica de los grupos control y diabetes 12 semanas respecto a los grupos
control y diabetes 4 semanas (* p < 0,05 vs C4S, D4S).
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Figura 29: Deteccion de la proteina Beclinl por WB en los diferentes grupos de
estudio a las 4 y 12 semanas. (A) Imagen del WB para la proteina Beclinl en cada
grupo experimental (n=5 por grupo). (B) Gréfico de la cuantificacion de la densidad
Optica de las bandas (ratio de Beclin-1/Actina) en cada uno de los grupos
experimentales. Las barras de error representan la desviacién estandar de la media.
*p <0,05vs C4S, D4S.
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3.4. LAMP-2

La Figura 30 representa la imagen de WB y los valores obtenidos tras la cuantificacién
de la densidad de las bandas para la proteina LAMP-2 respecto a la Actina. Dichos
valores hacen referencia a los diferentes grupos de estudio en las semanas 4 y 12 del
experimento. No se han observado diferencias estadisticamente significativas en los
valores de LAMP-2 en los diferentes grupos.
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Figura 30: Deteccion de la proteina LAMP-2 por WB en los diferentes grupos de
estudio a las 4 y 12 semanas. (A) Imagen del WB para la proteina LAMP-2 en cada
grupo experimental (n=5 por grupo). (B) Gréfico de la cuantificacion de la densidad
Optica de las bandas (ratio de LAMP-2/Actina) en cada uno de los grupos
experimentales. Las barras de error representan la desviacion estandar de la media.
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1. VARIABLES DESCRIPTIVAS DEL MODELO EXPERIMENTAL

El modelo de diabetes experimental empleado en el presente trabajo se encuentra
dentro de aquellos modelos experimentales en los cuales la diabetes es inducida a
través de una interrupcion en la produccién de la insulina (Shafrir, 1997) simulando
una diabetes tipo 1. La diabetes es inducida a través de una inyeccioén intraperitoneal
de STZ tratandose esta de un agente B-citotoxico (Farahna et al., 2016). La STZ es
captada por las células del organismo a través del transportador de glucosa GLUT-2
presente en higado, intestino, rifidén y de forma muy abundante en las células B de los
islotes de Langerhans (Kahraman et al., 2015). GLUT-2 no esta4 presente en las
células que forman la barrera hematoencefalica (Kumagai, 1999), por lo que podemos
descartar un efecto directo de la STZ en el cerebro.

Al igual que ocurre con los pacientes diabéticos, las ratas diabéticas por STZ pueden
sufrir complicaciones secundarias que afecten a diferentes 6rganos como pueden ser
o0jo, rifiones, corazoén, capilares sanguineos y sistema nervioso central y periférico
(Hammes et al., 1995; Kowluru et al., 2003; Schmeidel et al., 2003; Kuhad and Copra

2007; American Diabetes Association 2016; Palsamy and Subramanian, 2011).

Tras inyectarles STZ a los grupos diabéticos, se pudo observar a lo largo del
experimento unos valores de glucemia superiores a 225 mg/dl. La valoracién de los
niveles de glucemia en sangre nos proporciona informacion sobre la existencia o no de
hiperglucemia en los grupos diabéticos. Esta hiperglucemia se desarrolla
principalmente por el efecto citotoxico que presenta la STZ sobre las células 3 del

pancreas.

El porcentaje de HbAlc es otro de los marcadores que se emplea como indicador
crénico de la hiperglucemia ya que aporta informacion del promedio de las
concentraciones de glucosa en sangre de un periodo de tiempo de 2 o 3 meses. Tanto
en la Tabla 2 de resultados como en la Figura 21 se puede observa un aumento
estadisticamente significativo del porcentaje de HbAlc de los grupos diabéticos
respecto a sus controles. El porcentaje de HbAlc se relaciona con las complicaciones
micro y macrovasculares de la diabetes y se emplea como marcador estandar de la

eficacia del control glucémico (Selvin et al., 2010).

En la Figura 19 como en la Tabla 2 también se muestran los valores del peso corporal
de los grupos de estudio a las 4 y 12 semanas del experimento, observando una clara
disminucion del peso de las ratas diabéticas en comparacion con sus controles tanto a

las 4 como a las 12 semanas siendo un signo caracteristico de la diabetes la
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disminucion del peso corporal provocada por la hiperglucemia (American Diabetes
Association, 2010).

2. IMPLICACION DEL ESTRES OXIDATIVO EN LA ENCEFALOPATIA DIABETICA

Actualmente multiples autores establecen como responsable de la afectacion cerebral
ocasionada por la diabetes el estrés oxidativo mediado por los RL (Beckman and
Ames, 1998; Bonnefout-Rousselot, 2002). Una situacién de hiperglucemia provoca una
reduccion de los niveles de antioxidantes y un aumento de la produccion de RL, lo que
contribuye a generar una situacion de estrés oxidativo que puede ocasionar dafios en
diferentes tejidos de pacientes diabéticos y pudiendo verse afectadas diversas
regiones cerebrales ocasionando anomalias morfoldgicas, alteraciones de la memoria
(Fukui et al., 2001) y déficit cognitivo (Berr et al., 2000).

Bien es sabido que el cerebro es un 6rgano que presenta una elevada tasa de
consumo de oxigeno por lo que se ve especialmente afectado por el estrés oxidativo,
el acumulo de lipidos y la escasez de la presencia de enzimas antioxidantes en
comparacion con otros tejidos del organismo. Las neuronas son células especialmente
sensibles a los ROS los cuales estan implicados en muchos procesos
neurodegenerativos como la diabetes (Jackson et al., 1994; Dugan et al., 1995; Yuan
and Yankner, 2000). En situaciones normales existe un equilibrio entre la produccién
de ROS vy las defensas antioxidantes de nuestro organismo pero se ha demostrado
que el envejecimiento provoca un aumento del estrés oxidativo debido a una

disminucién en las enzimas antioxidantes (Bala et al., 2006).

Existen multiples evidencias experimentales que apoyan el hecho de que el aumento
del estrés oxidativo en la diabetes produce dafio oxidativo en varias regiones del
cerebro de rata, incluido el hipocampo (Reagan, 2002; Aragno et al., 2002; Grillo et al.,
2003), que es mas sensible al estrés oxidativo que otras partes del cerebro (Reagan et
al., 2000). Bien es conocido que la diabetes provoca un acumulo de los productos
derivados de la peroxidacion lipidica como es el caso del MDA y un descenso en la
defensa antioxidante del organismo (GSH), las enzimas catalasas, la SOD o la enzima
responsable de su reduccion a GSSG la GPx (Ogunyiuka et al., 2016). Son muchos
los autores que han demostrado la relacion existente entre el aumento de la
produccion de radicales libres y la disminucion de las defensas antioxidantes con la
disfuncion cognitiva asociada a la diabetes (Mastrocola et al., 2005; Kuhad and
Chopra, 2008). Evidencias documentadas recientemente sugieren que una situacion

de hiperglucemia prolongada promueve la sobreproduccion de ROS en la mitocondria
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lo que conduce en dltima instancia al estrés oxidativo (Tangvarasittichai, 2015;
Matough et al., 2012; Giacco and Brownlee, 2010).

Las neuronas poseen una gran cantidad de acidos grasos poliinsaturados en su
membrana lo que las convierte en células especialmente sensibles a la peroxidacién
lipidica. La peroxidacion de estos acidos grasos provoca cambios en su estructura y
disposicion espacial dafiando asi su actividad biol6gica. La hiperglucemia es uno de
los principales factores implicados en el estrés oxidativo y lo hace a través de la
produccion de los ROS o alterando el equilibrio redox (Bonnefont-Rousselot, 2002), lo
que se ha demostrado en estudios previos que aumenta la susceptibilidad de las

neuronas y los astrocitos al dafio provocado por la diabetes (Guyot et al., 2000).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo concuerdan con la bibliografia
anteriormente citada ya que se puede observar aumento estadisticamente significativo
de la concentracién de MDA en el grupo diabetes 12 semanas respecto al resto de los
grupos del estudio. Respecto a los niveles de GSH, en la tabla 4 y la Figura 23
observamos una disminucién de la concentracion de GSH en el hipocampo del grupo
diabetes 12 semanas que resulta estadisticamente significativa respecto a su control.
Se puede observar también que este aumento del MDA y descenso de GSH no es
estadisticamente significativo a las 4 semanas de diabetes, cabria pensar que el
aumento de la peroxidacion lipidica y el descenso de las defensas antioxidantes tienen
lugar en una fase tardia de la enfermedad.

La disminucion de la concentracion de GSH como el aumento en la concentracion de
MDA son parametros indicativos de la presencia de estrés oxidativo en el hipocampo
de ratas diabéticas. En la Figura 24 podemos observar la correlacion existente entre
ambos parametros, de forma que si aumenta la concentraciéon de MDA debido a un
aumento de la peroxidacion lipidica a su vez la concentracion de GSH disminuye
provocando asi una perdida de las defensas antioxidantes del organismo. En el caso
de las enzimas antioxidantes del organismo que actlian como defensa frente al estrés
oxidativo se ha estudiado la actividad de la GPx, la cual es la enzima responsable de
transformar el GSH en GSSG actuando, asi como mecanismo de defensa frente a los
productos derivados de la peroxidacion lipidica (MDA) y transformando H.O en agua.
En los resultados obtenidos que se muestran en la Figura 25 podemos observar que
aunque la diferencia no es estadisticamente significativa entre los grupos control
12 semanas y diabetes 12 semanas, cosa que se podria atribuir a la elevada
desviacion del grupo control 12 semanas, existe una tendencia a la disminucién de la

actividad de dicha enzima en el grupo diabético frente al control. Dicho resultado
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confirma de esta forma que el estrés oxidativo provoca un descenso en la actividad de
las enzimas antioxidantes y altera la homeostasis en el cerebro acompafiado por un
importante dafio en las funciones dependientes del hipocampo. Similares resultados
se han observado en estudios de Fukui y colaboradores (Fukui et al., 2001).

Existe una amplia investigacion sobre el uso de diversos antioxidantes para reducir el
dafio cerebral y el déficit cognitivo asociado al estrés oxidativo provocado por la
diabetes. Orsu Prabhakar estudio el efecto antioxidante del resveratrol sobre el
cerebro de ratas diabéticas observando una reduccion significativa de los niveles de
MDA y SOD y un aumento significativo de la enzima catalasa en el grupo tratado con
antioxidante otorgandole actividad protectora cerebral (Prabhakar, 2013). Otro ejemplo
es el uso de la vitamina E como antioxidante ya que reduce el dafio oxidativo en el
hipocampo y por tanto mejora los déficits de aprendizaje y memoria (Fukui et al.,
2002). Nuestro grupo de investigacién ha estudiado en profundidad el campo del
tratamiento con antioxidantes frente al estrés oxidativo. Se empled la luteina como
tratamiento coadyuvante en ratones donde se habia inducido la diabetes con aloxana.
Al final del experimento se observd que la luteina consiguié restablecer a valores
control parametros involucrados en el estrés oxidativo como el MDA. En el mismo
estudio se observé que la luteina revertia la actividad de GPx y el contenido de GSH
que disminuyeron en condiciones diabéticas (Muriach et al., 2006). También se
observé que la administraciéon de CR-6 protege la actividad de la GPx de la inhibicion
provocada por la glucosa después de 3 semanas de hiperglucemia inducida en

ratones por aloxana (Miranda et al., 2007).

3. CAMBIOS MOLECULARES EN LA ENCEFALOPATIA DIABETICA: FACTORES DE
TRANSCRIPCION.

3.1. NRF2

El factor de transcripcibn nuclear eritroide NRF2 juega un papel citoprotector
fundamental ya que es un activador transcripcional de multiples genes antioxidantes,
participando asi en la defensa antioxidante, promoviendo la eliminacion de ROS,
xenobidticos, proteinas y organulos dafiados, metales téxicos etc. (McMahon et al.,
2001; Kwak et al., 2003; Cho et al., 2005). Debido a la relacién existente entre el
estrés oxidativo y la diabetes y la capacidad que presenta NRF2 para activar los

mecanismos antioxidantes de la célula y protegerla frente a posibles agentes
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oxidantes como los ROS cabe esperar que la expresion de este pueda estar alterada
en la diabetes.

Varios estudios demuestran que la expresion de NRF2 estd disminuida en animales
diabéticos en comparacion con sus controles tanto a nivel del hipocampo (Ahshin-Majd
et al., 2016), como en el nervio ciatico (Negi et al., 2011) asi como en la nefropatia
diabética (Palsamy and Subramanian, 2011). Otros estudios demuestran que en
enfermedades neurodegenerativas como son el Parkinson y el Alzheimer altos niveles
de estrés oxidativo pueden verse contrarrestados por una regulacion positiva de la via
de sefalizacién de Nrf2 (Cuadrado et al., 2009).

La expresion de NRF2 también puede verse afectada por la edad, de forma que se ha
observado que en la médula espinal y los astrocitos del sistema nervioso de ratones
de edad avanzada los niveles de NRF2 estan drasticamente disminuidos, de forma
que esto contribuye a que los astrocitos presenten una mayor vulnerabilidad al estrés
oxidativo. Del mismo modo que una menor neuroproteccion pudiendo de esta forma

relacionar la edad con el deterioro cognitivo (Duan et al., 2009).

En cuanto a los resultados obtenidos en el presente trabajo respecto a la expresion de
NRF2 en el hipocampo de ratas diabéticas y basandonos en la bibliografia
anteriormente citada, no son los que cabria esperar, ya que varios estudios
demuestran que la expresion de NRF2 estd disminuida en animales diabéticos
respecto a sus controles debido a la disminucion de la defensa antioxidante y el
aumento del estrés oxidativo en situaciones de hiperglucemia. En el presente trabajo
se observa un aumento estadisticamente significativo tanto en el grupo diabético
4 semanas como en el 12 semanas respecto a sus controles (Figura 26) pudiendo
apoyar dicho resultado en el estudio de Cuadrado et al., donde el NRF2 presenta una
regulacion positiva aumentando su expresion en casos donde el estrés oxidativo es
muy elevado, situacion que puede aparecer en el caso de enfermedades
neurodegenerativas como puede ser el caso de la encefalopatia diabética (Cuadrado
et al., 2009)

En la Figura 26 también se observa una disminucién estadisticamente significativa de
los grupos 12 semanas (tanto control como diabético) respecto a los grupos
4 semanas (control y diabético). Esto concuerda con estudios previos donde se ha
observado que con la edad la capacidad antioxidante del organismo se encuentra

disminuida.
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4. AUTOFAGIA: ESTUDIO DE MARCADORES DE AUTOFAGIA EN EL HIPOCAMPO DE
RATAS DIABETICAS.

Una de las principales vias de la degradacién intracelular de proteinas es la autofagia
(Knecht et al., 2009). El objetivo final de esta via de degradacion es mantener la
homeostasis celular y se caracteriza por estar altamente regulada por diferentes vias
de sefializacion moduladas por diferentes estimulos. La autofagia estd activada en
situaciones de estrés nutricional, oxidativo y otras formas de estrés (Boya et al., 2013).
Esta demostrado que una degradacién andmala de proteinas esta relacionada con
diferentes patologias entre otras con enfermedades neurodegenerativas como puede
ser el Alzheimer (Ihara et al., 2012), el Parkinson (Ebrahimi-Fakhari et al., 2012) o con
el déficit cognitivo asociado a la diabetes debido a un metabolismo inadecuado de la
glucosa (Biessels et al., 1994).

La autofagia es un proceso altamente dindmico y con varias fases, que incluye la
formacion de la membrana pre-autofagosomal, su nucleacién para formar el
autofagosoma, la fusion del autofagosoma con los endosomas y lisosomas para

formar el autolisosoma y la degradacion de su contenido (Knecht et al., 2009).

En este estudio se ha tratado de determinar la evolucién de la autofagia en el
hipocampo de ratas diabéticas y para ello se han seleccionado tres marcadores

macroautofagicos (LC3, Atg5 y Beclinl) y un marcador para la CMA (LAMP-2).

4.1.LC3

Uno de los procesos mas importantes de la autofagia es la formacién del
autofagosoma para ello se cuantifica la proteina LC3, en su forma lipidada conocida
como LC3 Il proceso el cual esta mediado por la proteina Atg7. La determinacion de la
cantidad de LC3 Il informa sobre la formacion de autofagosomas, ya que LC3-Il es
practicamente la Unica proteina cuya localizacion es especifica en la membrana del

autofagosoma (Klionsky et al., 2008; Klionsky et al., 2012).

En los resultados del presente trabajo se observa un aumento estadisticamente
significativo en los niveles de densidad Optica del ratio LC3II/LC3 | de los grupos
control y diabetes 12 semanas y diabetes 4 semanas respecto al grupo control
4 semanas. Resultado muy similar al que obtuvieron en el estudio realizado en el
hipocampo de ratas diabéticas, Ma et al., donde los niveles de LC3 analizados también
eran significativamente mas elevados en los grupos diabéticos con respecto al control
(Ma et al., 2011). Estos resultados permiten demostrar en nuestro modelo

experimental que la autofagia esta activada en el hipocampo de ratas diabéticas.
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Ademas los niveles del ratio LC3II/LC3I se incrementaron en los grupos diabéticos de
una manera dependiente del tiempo observando que existe un aumento
estadisticamente significativo entre el grupo diabetes 12 semanas y diabetes

4 semanas.

Se sabe que el hipocampo es el area del cerebro que regula la memoria y el
aprendizaje, cambios en su estructura o la perdida de neuronas puede alterar su
funcion dando lugar a un deterioro de la memoria (Ma et al., 2011; Sadeghi et al.,
2016). Investigadores han demostrado que las ratas con DM presentan cambios

estructurales y funcionales en el cerebro (Sadeghi et al., 2016).

4.2. Atg5

La autofagia es un proceso que ocurre de manera basal en la célula pero hay
diferentes situaciones como puede ser una situacion de estrés que puede conducir a
una sobreexpresion del proceso. La privacion de nutrientes es el principal estimulo en
la induccién de la autofagia siendo la proteina mTor uno de los sensores que detecta
dicha privacion, permitiendo regular negativamente la autofagia (Gunn and Hailes,
2008; Ballou and Liu, 2008). La funcién reguladora de mTor sobre la autofagia esta
relacionada con cambios en los niveles de sus proteinas blanco, unas de estas
proteinas son las proteinas Atg. En las diferentes etapas del proceso autofagico como
son la induccién, iniciacién, elongacion, maduracién y fusién del autofagosoma
intervienen dichas proteinas. Un ejemplo es la proteina Atgl3 cuyo estado de
fosforilacion es controlado por mTor de forma que en condiciones de abundancia de
nutrientes Atgl3 se encuentra hiperfosforilado de manera que la autofagia se
encuentra reprimida (Kabeya et al., 2005a). De forma contraria durante la privacion de
nutrientes Atgl3 se encuentra hipofosforilada lo que le permite interactuar con Atgl
activando asi toda la cascada del proceso autofagico (Lee et al., 2007; Kabeya et al.,
2005b; Cheng et al., 2008). El desarrollo o formacién de la vacuola autofagica puede
ocurrir a través de dos vias distintas de conjugacion, las cuales transcurren de forma
paralela. Una es la interaccién de Atgl2 con Atg7 y la otra Atg8 con Atg4. Formandose
finalmente el complejo Atg12-Atg5-Atgl6 el cual se unird a LC3 iniciandose asi la

formacion de la vacuola autofagica (Klionsky, 2008).

En los resultados obtenidos se puede observar un aumento estadisticamente
significativo de la expresion de Atg5 en el grupo diabetes 4 semanas con respecto al
resto de grupos de estudio, lo que nos podria llevar a afirmar que en el presente

modelo experimental existe un aumento de las fases iniciales del proceso autofagico y
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que este incremento es mayor en los grupos diabéticos. A las 12 semanas no existen
diferencias significativas entre los grupos pero se puede observar un ligero aumento
en la expresion de Atg5 del grupo diabetes 12 semanas respecto a su control.
Actualmente no existen muchos estudios que relacionen directamente un aumento en
la expresion de las proteinas “Atg” con el dafo neuronal que puede provocar la
diabetes pero se ha demostrado que en situaciones de hiperglucemia se produce un
aumento del estrés oxidativo y por tanto la produccion de ROS (Bonnefout-Rousselot,
2002) que pueden a través de diferentes vias sobreestimular el proceso autofagico.

4.3. BECLIN1

En la formacién del autofagosoma esté implicado el complejo PI3K (fosfatidilinositol-3-
quinasa) cuya funcién exacta es desconocida pero se sabe que es necesario ya que
las proteinas Atg18, Atg2 y Atg9 se unen a dicho complejo favoreciendo la curvatura y
la nucleacién de la membrana del autofagosoma. El complejo PI3K esta formado por
las proteinas PI3K, Beclinl, p150 y Barkor, siendo especialmente destacable el papel
que desempefia Beclinl. Beclinl presenta un dominio BH3 el cual tiene un papel
regulador sobre la autofagia de forma que en condiciones donde hay abundancia de
nutrientes las proteinas Bcl-2 y Bcl-XL, se unen al dominio BH3 que presenta Beclinl
lo que reduce su actividad proautofagica. De forma contraria en situaciones de ayuno

esta union no se ve favorecida aumentado entonces la actividad autofagica de Beclinl.

Existen diferentes vias de regular dicha unién destacando entre ellas la fosforilacién de
Bcl2 o Beclinl. Estas fosforilaciones rompen la uniéon de Bcl2 y Beclinl permitiendo

gue Beclinl se una al complejo PI3K y se induzca la autofagia (Kang et al., 2011).

Otras proteinas que pueden unirse también a Beclinl facilitando la formacion de los
autofagosomas pueden ser, Barkor, que se une a la membrana del autofagosoma
(Matsunaga et al.,, 2009); UVRAG, presente en endosomas, que mantiene la
estabilidad de Beclinl y activa a la PI3K de clase Il (Takahashi et al., 2007); y Vmp1,
gue induce la conversién de LC3-1 a LC3-Il (Vaccaro et al., 2008).

En el estudio de Ma et al., 2016 se observé que en el hipocampo de ratas diabéticas a
las 8, 10 y 12 semanas desde la induccion de la diabetes, los niveles de Beclinl
aumentaban en relacion al tiempo de diabetes y en comparacion con el grupo control.
Este y otros hallazgos les permitieron afirmar que la DM activaba la autofagia y que la
funcion de los lisosomas se veia afectada, pudiendo relacionar estas alteraciones con
el deterioro cognitivo asociado a la diabetes debido al depdsito de la proteina

B-amieloide. En este estudio se observo también que conforme transcurria el tiempo
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Discusién

los marcadores de autofagia LC3 y Beclinl aumentaban. Nuestros resultados
concuerdan con la bibliografia anteriormente citada ya que se puede observar en las
Figura 27 y 29 un aumento estadisticamente significativo de la expresion de ambas
proteinas en los grupos de 12 semanas respecto a los grupos de 4 semanas.

También se ha visto que en situaciones de hiperglucemia se produce un estrés del
reticulo endoplasmico lo que puede activar una de las vias de fosforilacion de Bcl2
més concretamente JNK-1. Al fosforilar a Bcl2 se inhibe la union de esta a Beclinl
favoreciendo por tanto la autofagia.

Basandonos en la bibliografia detallada anteriormente podemos ver que en nuestros
resultados los niveles de la expresién de Beclinl es mayor en el grupo diabetes 12
semanas respecto al control y diabético 4 semanas y que aunque ho es
estadisticamente significativo se puede observar también una ligera tendencia a
aumentar la expresion de dicha proteina en el grupo diabetes 12 semanas respecto a
su control. Al igual que en los estudios de Ma y colaboradores podriamos suponer que
en nuestro modelo experimental existe una mayor actividad autofagica en los grupos
diabéticos con respecto al control y que dicha actividad parece que aumenta con el

paso del tiempo.

4.4, LAMP-2

Como se ha mencionado con anterioridad existen tres tipos de autofagia: la
microautofagia, la macroautofagia o autofagia propiamente dicha y CMA. La CMA
consiste en la degradacion especifica de proteinas que presentan la secuencia
especifica formada por el pentapéptido KFERQ el cual esta presente en el 30% de las
proteinas (Kiffin et al., 2004; Dice et al., 2003). Las proteinas que son degradadas a
través de CMA son reconocidas en el citosol por la chaperona Hsc70 (Chiang et al.,
1989), que dirige el sustrato hacia la membrana lisosomal donde interacciona con la
proteina transmembrana LAMP-2. El sustrato en una conformacion desplegada
atraviesa la membrana del lisosoma donde participan otras chaperonas y una isoforma
de Hsc70 situada en la luz del lisosoma (Agarraberes et al., 1997). Una vez dentro el

sustrato es degradado por catepsinas presentes en el interior del lisosoma.

Aunque en la mayoria de células existe una actividad basal CMA se ha demostrado
que el estrés nutricional puede aumentar la actividad de esta via de forma

considerable (Cuervo et al., 1995; Agarraberes et al., 1997; Cuervo and Dice, 2000).
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Muchos estudios relacionan la actividad de CMA con la edad de forma que en muchos
de ellos la actividad de la autofagia mediada por chaperonas se ve disminuida con el
tiempo. Muchas de las proteinas relacionadas con enfermedades neurodegenerativas
como puede ser el caso del Alzheimer o Parkinson presentan la secuencia especifica
KFERQ, secuencia necesaria para que se active la CMA, de forma que el
envejecimiento y la falta de actividad CMA contribuye a la falta de degradacion de
estas proteinas y a la formacion de agregados. Por lo tanto, la pérdida de actividad
CMA con el envejecimiento tiene implicaciones importantes para la formacion de
agregados de proteinas y la patogénesis global en estas enfermedades
neurodegenerativas (Koga and Cuervo, 2011). En el apartado de resultados, en la
Figura 30 se puede observar una reduccion en la expresién de la proteina LAMP-2 en
los grupos de 12 semanas respecto a los grupos de 4 semanas. Aunque esta
reduccién no es estadisticamente significativa, se podria relacionar con la edad de los
animales de experimentacion. Ademas, la pérdida de la actividad de la CMA segun los
estudios de Koga y Cuervo podria provocar el acumulo de agregados de proteinas en
el cerebro asociando este depdsito al déficit cognitivo que presentan algunos
pacientes diabéticos tipo 2 como consecuencia de diversos factores como son la
resistencia a insulina, la dislipemia, la hipertension y la enfermedad cerebrovascular

(McCrimmon et al., 2012) y al mayor riesgo de padecer encefalopatia diabética.

Por el contrario existen estudios in vitro donde se ha observado un aumento de la
actividad CMA debido a defectos en la macroautofagia (Kaushik et al., 2008).
Rodriguez-Muela N et al. demostraron que la actividad CMA aumenta con la edad
mediante el andlisis de los niveles de Lamp2 (Rodriguez-Muela et al., 2013)

Ma y colaboradores (Ma et al., 2016) observaron que tras inducir la diabetes con STZ
en ratas, se producia una activacion de la autofagia debido a un incremento de las
proteinas LC3 y Beclinl, en cambio en el caso de la CMA donde determinaron la
expresion de LAMP-2 observaron que aungue a las 12 semanas de inducir la diabetes
se producia una disminucién de los niveles de LAMP-2 en el grupo diabético frente al
control, cosa que atribuyen a una alteracion de la funcion lisosomal, a las 8 y 10
semanas estas diferencias no eran significativas. Estos resultados no se corresponden
con lo observado en el presente trabajo. Como se puede observar en la figura 27 del
apartado de resultados, los grupos diabéticos tanto a las 4 como a las 12 semanas
presentan una tendencia al aumento de los niveles de LAMP-2 respecto a sus
controles aunque dicho incremento no es estadisticamente significativo. Tal vez la
discrepancia entre ambos estudios se podria atribuir a diferencias en la metodologia

empleada.
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Conclusiones

Tras los resultados obtenidos en el presente trabajo podemos concluir que en el
hipocampo de un modelo experimental de diabetes existen cambios moleculares
causados por un aumento del estrés oxidativo y un desequilibrio en la via autofagica
de degradacion de proteinas. Ademas dichos cambios pueden estar afectados por la
progresion temporal de la diabetes. Concretamente:

1. Se observa una situacion de estrés oxidativo determinado por un descenso de la
concentracion de GSH y un incremento de la concentracion de MDA en el hipocampo
de la rata diabética respecto su control. Esta alteracién parece llevar una progresion
temporal ya que a las 4 semanas no se observa dicha alteracion y si a las 12 semanas

de diabetes.

2. Existe un incremento estadisticamente significativo del factor de transcripcion NRF2
en el hipocampo de las ratas diabéticas en comparacion con sus controles, tanto a las
4 como a las 12 semanas. Dicho incremento es probablemente debido a una

regulacién positiva debido a la situacién de estrés oxidativo.

3. Existe una alteracion del proceso autofagico en nuestro modelo experimental de
diabetes reflejado por un aumento estadisticamente significativo de la expresion de las
proteinas LC3, Atg 5 en el grupo diabético a las 4 semanas de diabetes y de Beclin a
las 12 semanas de diabetes. En cambio, no se han observado cambios significativos

en la expresion LAMP-2, caracteristica de la autofagia mediada por chaperonas.
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