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RESUMEN

La diabetes mellitus tipo 2 es una enfermedad crénica muy importante a nivel mundial por sus
complicaciones tales como: enfermedades cardiacas, ceguera y amputaciones. Se caracteriza por
presentar resistencia a la insulina con posterior pérdida de masa de células beta pancreéticas, las
cuales son las encargadas de secretar la insulina en el pancreas. Esta pérdida ocurre por el
aumento de la concentracion de los radicales libres en el organo secretor, debido a una
desregulacion de la glicemia y &cidos grasos libres en el plasma. Estos provocan estrés oxidativo

en las células beta pancreaticas disminuyendo su viabilidad.

Por otra parte, existe un regulador maestro de la respuesta antioxidante en todas las células del
organismo, el cual es Ilamado Nrf2, este es un factor de transcripcion presente normalmente en el
citoplasma, pero bajo un estimulo oxidativo por parte de radicales libres, es translocado al nlcleo

celular aumentando la expresion de elementos de respuesta antioxidantes.

En este estudio se propuso aumentar la capacidad antioxidante de las células beta pancreaticas
murinas MING frente a dafio oxidativo por palmitato, el acido graso saturado mas frecuente en el

organismo, con ayuda de los activadores de Nrf2, ter-butil-hidroguinona (t-BHQ) y quercetina.

Los resultados indicaron que existe activacion de la via Nrf2 en células MING por parte de t-
BHQ demostrado como un aumento en la expresion de elementos de respuesta antioxidante, pero
esto no ocurrié igualmente en las células tratadas con quercetina, ademas el tratamiento de t-BHQ
en células con estrés por palmitato no generd recuperacion de su viabilidad, lo mismo ocurrié con
el tratamiento de quercetina. Por lo tanto, se concluye que la activacion de la via Nrf2 no genera
un efecto protector en células MIN6 bajo dafio citotdxico inducido por palmitato, ademas la

quercetina no activa la via Nrf2 en células MING.

Palabras clave: diabetes, célula beta pancreéatica, estrés oxidativo, palmitato, via nrf2, efecto

protector.



1. INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabdlica de gran importancia a nivel
mundial, en los ultimos 30 afios el nimero de personas afectadas se ha cuadruplicado, y en
2015, uno de cada once adultos fueron diagnosticados con esta enfermedad en todo el
mundo, cifra que segun estudios, seguira aumentando cada afio, siendo la DM tipo 2 la
forma mas prevalente (1). En este contexto, es importante destacar a la DM tipo 2,
caracterizada por una disfuncion y posterior perdida progresiva de células beta, las cuales
estan ubicadas en los islotes de Langerhans del pancreas, provocando asi una deficiencia en
la secrecion de insulina, hormona necesaria para mantener la homeostasis metabdlica en el
cuerpo. Estudios han postulado que la pérdida celular es ocasionada por la baja capacidad
antioxidante que presentan las células beta, en comparacion con células de otros tejidos,

siendo asi mas susceptibles a sufrir dafio por estrés oxidativo (2).

El estrés oxidativo se origina cuando hay un desbalance entre sustancias oxidantes y
sustancias antioxidantes al interior de una célula. Dentro de las sustancias oxidantes estan
las especies reactivas del oxigeno (ERO) que son productos de la reduccion incompleta del
oxigeno y también estan las especies reactivas del nitrogeno (ERN) destacando el radical
Oxido nitrico. A su vez, existen dos factores clave que generan estrés oxidativo en células
beta de pacientes diabéticos, el primero es la glucotoxicidad producida por elevados niveles
de glucosa en la sangre, incrementando asi los niveles de EROs en la célula. El segundo
factor clave es la lipotoxicidad producida por elevados niveles de éacidos grasos en la
sangre, induciendo acumulacion de malonil-CoA, incremento de oxidacion de &cidos grasos

(lipoperoxidacion) y apoptosis inducida por acidos grasos (3).

Actualmente, uno de los principales enfoques para combatir la DM tipo 2, se basa en
mejorar la capacidad antioxidante que poseen las células beta pancreéticas, por esta razon,

existe un factor de transcripcion que ha despertado el interés de la comunidad cientifica en



esta area, el cual es llamado Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2-related factor 2, por sus siglas

en inglés) considerado como un regulador maestro de la respuesta antioxidante (4).

El Nrf2 es un factor de transcripcion que, en condiciones fisioldgicas normales, esta
unido a una proteina llamada Keapl, siendo constantemente ubiquitinizado para luego ser
degradado en el proteosoma. Cuando la célula es afectada por estrés oxidativo, los radicales
libres interaccionan con Keapl provocando la liberacion de Nrf2, el cual es translocado al
interior del nacleo celular donde incrementa la transcripcién de genes que codifican
enzimas antioxidantes como, por ejemplo: Hmox-1, NQO1, GST, entre otras. Debido al
amplio rango de enzimas antioxidantes que se producen por la activacién de Nrf2, se han
buscado diversas moléculas que actien como activadores del factor de transcripcion y asi
combatir el estrés oxidativo en multiples tipos celulares (5).

Uno de los activadores de Nrf2 es ter-butil-hidroquinona (t-BHQ), el cual corresponde a
un compuesto fenolico usado durante muchos afios para prevenir la oxidacion de productos
alimenticios estabilizando asi su color, sabor y valor nutricional (6). Por otra parte, un
activador menos estudiado es la quercetina, el cual es un flavonoide encontrado en
multiples vegetales, y estudios demuestran que activa la via Nrf2 en hepatocitos, pero no

existen estudios donde activen la via Nrf2 en células beta pancreaticas (7).

Por lo tanto, en este estudio se evalud el rol protector de la activacién de Nrf2 en células
beta pancreaticas MING tratadas con palmitato para inducir estrés oxidativo por acidos
grasos, utilizando dos activadores de Nrf2, t-BHQ y Quercetina. En primera instancia se
evalué la concentracién de t-BHQ y de Quercetina en donde no genere dafio en las células
MIN6 mediante MTT, luego se evalud su activacion de la via Nrf2 midiendo la expresion
de elementos de respuesta antioxidante por RT-gPCR y finalmente por MTT se evaluo si
protegian a las células MING tratadas con palmitato y acido oleico.



2. MARCO TEORICO

2.1. Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT?2)

La DMT2 es una enfermedad metabdlica crdnica, no transmisible, generada por
multiples factores como, por ejemplo, la genética propia del individuo y su estilo de vida.
Los pacientes que padecen esta enfermedad no responden a los estimulos que genera la
insulina, lo que se traduce en una resistencia a esta hormona, posteriormente se genera una
disminucion de su secrecién, producto de la disminucién y disfuncién de las células beta
pancreaticas. Todo esto tiene como consecuencia un incremento en los niveles de glucosa

en la sangre que genera un amplio rango de complicaciones. (8)

Otros cambios metabdlicos ocurridos en la DMT2, ademas de la hiperglicemia incluyen:
dafio en la funcion de células endoteliales, inflamacion cronica, incremento de &cidos
grasos, cambios en trombosis Yy fibrindlisis. Por este motivo, individuos con DMT?2 tienen
mayor riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares como, por ejemplo: infartos,
nefropatias, neuropatias y retinopatias. Y dentro de las diferentes complicaciones se

encuentran: ceguera, amputaciones, infecciones, etc. (9)

La Federacion Internacional de Diabetes (IDF por sus siglas en inglés) estimé que uno
de cada 11 adultos en el mundo (415 millones de adultos) padecian diabetes en el afio 2015
y se estima que para el afio 2040 esta enfermedad afectard a 642 millones de personas. La
razén de este aumento progresivo se debe a multiples factores que incluyen el
envejecimiento de la poblacion, el desarrollo econémico, urbanizacion, malos habitos
alimenticios y estilos de vida sedentarios. Asi también, en el afio 2013 la diabetes fue

considerada la novena causa mayor de reduccion en la expectativa de vida en el mundo. (1)



2.2. Alimentacion y DMT2

Uno de los factores mas relevantes en la etiologia de la diabetes mellitus tipo 2 en la
poblacion es la alimentacion, ambito bastante complejo, ya que generalmente, se relaciona
con la situacion socioecondémica de los individuos. Una dieta alta en grasas y carbohidratos
genera obesidad, la cual contribuye a la patogénesis de la enfermedad. Actualmente se sabe
que el consumo de granos, vegetales, frutas y lacteos, ademéas del no consumo de carnes
rojas, procesadas y huevos, se asocian con un 81% de reduccion del riesgo de padecer
diabetes mellitus tipo 2. Esto se puede explicar debido a la baja cantidad de grasas que
contienen estos alimentos, disminuyendo asi el riesgo de obesidad, ademés las frutas,
verduras y granos contienen diversos componentes quimicos que pueden contribuir en la

respuesta antioxidante de las células beta pancreéticas. (10)

2.3. Ejercicio fisicoy DMT2

La obesidad se considera un factor determinante en la etiologia de la diabetes mellitus,
esta es producida por una mala alimentacion y falta de ejercicio, por ello, combatir la
obesidad se considera un tratamiento para disminuir la patologia de la diabetes mellitus tipo
2. Existen diversos tipos de ejercicios como, por ejemplo, los aerébicos, de resistencia,
combinados, yoga, anaerobicos, etc. Estudios han demostrado que los ejercicios aerobicos
son seguros y efectivos para mejorar la calidad de vida de los pacientes con diabetes
mellitus tipo 2, ya que estos muestran estabilidad médica, es decir, no se desarrollaron las
complicaciones comunes de la diabetes. Por otra parte, los efectos de los ejercicios de

resistencia y ejercicios combinados han mostrado resultados mixtos. (11)
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2.4. Célula beta pancreatica

La célula beta pancreatica es la principal célula presente en los islotes de Langerhans del
pancreas, es una célula endocrina esencial cuya funcién principal es producir, almacenar y
secretar insulina en respuesta a nutrientes, hormonas y estimulos nerviosos, para mantener
los niveles de glucosa sanguinea en el rango éptimo para el funcionamiento de todos los
tejidos del organismo. Debido a la arquitectura de la célula beta, también tiene una funcién

paracrina/autocrina con sus células vecinas. (12)

El mecanismo de accion por el cual la célula beta secreta glucosa comienza en la
membrana plasmatica, en donde un transportador de glucosa Glut2, facilitara el ingreso de
glucosa al citoplasma de la célula beta, este carbohidrato serd metabolizado aumentando los
niveles de ATP intracelulares, lo cual favorecera la fosforilacion de diversas proteinas que
tendran como objetivo, incrementar los niveles de calcio intracelular, cuya funcién serd
translocar las vesiculas que contienen insulina hacia la membrana y asi liberar la hormona.
(13)

La masa de células beta no puede ser medida directamente y de forma no invasiva en
humanos in vivo, por ello necesariamente los estudios de medicion de masa de células beta
pancreaticas se realizan en autopsias. En individuos normales la masa de células beta es de
0,8 g en promedio. Estos estudios han reportado que existe una disminucién de la masa de
células beta que va desde un 0 a un 65% en pacientes con diabetes mellitus tipo 2, cifra que
aumenta a un 70 — 100% en pacientes con diabetes mellitus tipo 1 (14). En etapas
tempranas de la diabetes mellitus, las células beta pancreaticas se adaptan a la resistencia a
la insulina, incrementando su masa y funcién gracias a factores de crecimiento como
prolactina, lactogeno placentario y hormona del crecimiento. Como el exceso de nutrientes
persiste, la hiperglicemia y los acidos grasos afectan negativamente la funcion de la célula
beta, ya que se generan especies reactivas de oxigeno, alterando vias metabolicas e

incrementando el calcio intracelular (15).
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2.5. Células beta en cultivos celulares

Las células beta pancreéticas han sido ampliamente utilizadas en estudios in vitro a lo
largo de los afios, para ello principalmente destacan las lineas celulares murinas y humanas.
Estas lineas celulares provienen de tumores por lo cual tienen diferencias con las células
normales, la principal es que las células normales no pueden dividirse indefinidamente
como las células tumorales. Ademas, extraer las células beta desde tejido pancreético es
complicado y pueden mezclarse con otras células pancreéticas, y en un cultivo celular estas
se vuelven viejas por lo tanto pierden algunas caracteristicas. Pero las células tumorales
también pueden tener algunas desventajas como, por ejemplo, estar en diferentes estados
del ciclo celular lo cual puede afectar ciertas caracteristicas como la sensibilidad a la
glucosa en comparacion con las células normales, pero en cambio son mas faciles de

manejar en estudios in vitro ya que pueden dividirse indefinidamente. (16)

2.6. Alteraciones estructurales de célula beta en DM

Debido a las diferentes condiciones generadas por la diabetes mellitus tipo 2, se generan
alteraciones cuantitativas y cualitativas de la célula beta, una de las alteraciones cualitativas
que se ha estudiado es la disminucion en la densidad de las mitocondrias, la cual se puede
considerar como un proceso adaptativo debido a las condiciones adversas, como el estrés
oxidativo. Este estrés ademas puede generar dafio en el reticulo endoplasmatico que forma
parte de la sintesis de proteinas, proceso que es de suma importancia en las células beta
debido a su funcién de sintesis de insulina, por lo tanto, el aumento de la demanda de
insulina por la resistencia a esta hormona y el aumento de acidos grasos puede contribuir a

la disfuncion de la célula. (17)
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2.7. Estrés oxidativo y antioxidantes

El oxigeno es un elemento quimico altamente oxidativo, pero los organismos aerébicos
pueden sobrevivir a su presencia y utilizarlo como parte de sus procesos de generacién de
energia gracias a que poseen multiples mecanismos de defensa antioxidantes. Los
mecanismos de defensa pueden sintetizarse in vivo, como el glutation (GSH), o pueden
consumirse en alimentos como los polifenoles o flavonoides que forman parte de frutas y
verduras. El termino antioxidante puede definirse como “cualquier substancia que, cuando
se presenta en bajas concentraciones en comparacion con un sustrato oxidable, disminuye
significativamente la oxidacidn de ese sustrato” o también puede definirse como “cualquier
sustancia que disminuye, previene o remueve el dafio oxidativo de una molécula

especifica”. (18)

En organismos aerdbicos normales, la produccion de especies reactivas esta en constante
equilibrio con los sistemas de defensa antioxidante, es decir, estos sistemas en vez de
eliminar por completo las especies reactivas, las estabiliza. Pero mantener los sistemas de
defensa requiere gran cantidad de energia, por lo tanto, las células que utilizan su energia
para mantener otros procesos, como las células beta pancreaticas, las cuales estan
sintetizando y secretando insulina periddicamente, tienen sistemas de defensa menos
eficientes. (19)

El termino estrés oxidativo se refiere a un serio desbalance entre la produccion de
especies reactivas y las defensas antioxidantes, por lo tanto, puede ocurrir cuando hay una
sobreproduccién de especies reactivas o cuando hay una disminucion de las defensas
antioxidantes. El dafio generado por las especies reactivas se genera cuando estas
interactian con biomoléculas como proteinas, lipidos o &cidos nucleicos, afectando su
estructura quimica y, por ende, su funcion. Algunas de las consecuencias del desbalance
redox son lipoperoxidacion, oxidacion de proteinas, dafio al ADN e interferencia de

especies reactivas con sefiales intracelulares. (18)
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2.8. Especies Reactivas del Oxigeno (ROS, por sus siglas en ingles) en diabetes

Una de las causas del estrés oxidativo que sufren las células beta pancreaticas en
diabetes es la gran cantidad de especies reactivas del oxigeno que se generan, esto se debe,
entre otras cosas a una falla en el transportador de electrones mitocondrial. Ademas, el
aumento de la glucosa intracelular produce la activacion de diversas vias moleculares
contribuyendo a la generacion de ROS. En aerobiosis, mas del 90% del oxigeno consumido
es transformado en agua por la citocromo oxidasa en la cadena transportadora de electrones
de la mitocondria, el 10% restante forma radicales superoxido que seran eliminados por
mecanismos antioxidantes. En diabetes, aumenta la glucosa, por lo tanto, aumenta el flujo
en la cadena transportadora de electrones lo que aumenta la tasa ATP/ADP, esto inhibira la
cadena transportadora de electrones produciendo una acumulacion de ROS por la reduccion

parcial de oxigeno. (20)

2.9. Otras vias productoras de ROS

Dentro de las vias méas importantes podemos destacar, esta la autooxidaciéon de
gliceraldehido-3-fosfato, debido a la acumulacion de glucosa se inhibe la acciéon de
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, por lo que el gliceraldehido-3-fosfato se
acumulara e inducira la formacién de ROS. Otra via de generacion de ROS es la activacion
de la Proteina quinasa C (PKC), en hiperglicemia la PKC sera activada por un aumento de
diacilglicerol (DAG), esto producird la fosforilacion de una serie de proteinas como
NADPH oxidasa y un intercambiador de sodio e hidrégeno (NHE), desencadenando el
aumento de ROS. (20)
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2.10. Glucolipotoxicidad en células beta

El termino glucolipotoxicidad se refiere a los efectos deletéreos que sufre la célula beta
pancredtica cuando se presentan altos niveles de glucosa y &cidos grasos libres en su
ambiente. En la actualidad se sabe que un factor de riesgo para padecer diabetes mellitus
tipo 2 es la obesidad, en donde los niveles de acidos grasos libres en la sangre aumentan
provocando la disfuncion anteriormente mencionada, junto con disminucién de la secrecion

de insulina y muerte de la célula beta por apoptosis. (21)

Los acidos grasos pueden activar directamente vias de sefializacion proinflamatorias que
potencia la toxicidad, estudios han demostrado que tratar células beta con palmitato
incrementa la produccion de citoquinas y el reclutamiento de macréfagos proinflamatorios,
mediante la via TLR4-MyD88. Ademas, los lipidos potencian el estrés en el reticulo
endoplasméatico mediante la activacion de IRE1/Xbp. Pero este estudio se enfoca en el
estrés oxidativo producido por acidos grasos en la célula beta pancreatica, ya que, como se
menciond anteriormente, la célula beta tiene limitadas defensas antioxidantes y son
particularmente susceptibles a dafio oxidativo. Acidos grasos saturados como palmitato
inducen estrés en el reticulo endoplasmatico y estrés oxidativo, mientras que los acidos

grasos insaturados ejercen un efecto protector. (22)

Para explicar el dafio oxidativo por palmitato, estudios demuestran que el palmitato
ingresa a la célula beta pancreatica donde es utilizado para sintetizar ceramida, este lipido
induce dafio mitocondrial e incrementa la generacion de especies reactivas del oxigeno, lo
que posteriormente activa vias pro-apoptéticas y genera muerte celular. Ademas, las
especies reactivas de oxigeno inducen fosforilacién de CAV1 en la tirosina-14 que favorece

la apoptosis. (23)
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2.11. Disfuncion de célula beta y Sistema Ubiquitin-Proteasoma

Ubiquitin-proteasoma es un sistema de protedlisis intracelular dependiente de ATP
altamente regulado, su funcion es degradar proteinas innecesarias o dafiadas, permitiendo
asi el mantenimiento del ciclo celular, la muerte celular y los procesos de transduccion. Las
células beta pancredticas requieren un sistema de control de proteinas mal sintetizadas
altamente eficiente, debido a que su funcién es sintetizar proteinas para mantener la
homeostasis. Estudios han demostrado que en pacientes diabéticos hay una elevada
actividad del proteasoma, el cual disminuye en los pacientes tratados con insulina, ya que
este tratamiento reduce los niveles de estrés que se genera en la célula beta al tener que
estar constantemente secretando esta hormona. La disfuncion de la actividad del
proteasoma se asocia por una acumulacién de amilina (polipéptido amiloide de los islotes),
el cual disminuye la expresion de ubiquitin hidrolasa. Pero, por otra parte, se ha encontrado
que la lipotoxicidad mediada por palmitato disminuye la actividad del proteasoma,
induciendo estrés de reticulo endoplasmico y disminuyendo la expresion de proteinas que

bloquean la apoptosis como Bcl-2. (24)
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2.12. Palmitato

El palmitato es la sal del acido palmitico, él cual es un &cido graso saturado de cadena
larga, ya que contiene dieciséis atomos de carbono. En el cuerpo humano se sintetiza
cuando hay un exceso de carbohidratos. Cabe destacar que este es el primer acido graso que
se genera durante la sintesis de estos lipidos, actuando como precursor de acidos grasos

mas largos. (25)

Los &cidos grasos libres son importantes recursos que requieren las células de nuestro
organismo para producir energia de manera eficiente. Estos entran a la mitocondria gracias
a una proteina llamada CPT1 y sufren de beta-oxidacion para generar acetil-CoA, molécula

que sirve como sustrato del ciclo de Krebs. (26)

Un exceso de acidos grasos libres induce la produccion de especies reactivas de
oxigeno, y como se menciond anteriormente, genera lipotoxicidad, desregulacion de calcio,
disfuncion mitocondrial y muerte celular. ElI palmitato es el &cido graso libre mas
abundante, representando un 70 — 80% del total de acidos grasos libres en el plasma.
Estudios han demostrado que en pacientes con diabetes mellitus tipo 2, los niveles de
acidos grasos libres en el plasma estan significativamente mas altos en comparacion con

sujetos sanos. (27)
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2.13. Acido oleico

El &cido oleico es un &cido graso monoinsaturado que contiene dieciocho atomos de
carbono, es el acido graso méas frecuente encontrado en la naturaleza, ya que esta presente
en vegetales como la palta y diversos frutos secos, a diferencia del acido palmitico, el cual

es considerado dafiino para el organismo, el acido oleico presenta efectos benéficos. (28)

2.14. Efectos del acido oleico en las células beta

Estudios han indicado que incubar células beta pancreéticas con acido oleico no genera
ceramida la cual, por la activacion de diversos mecanismos, va a producir apoptosis,
ademas, la incubacién de acido oleico en conjunto con &cido palmitico disminuye los
efectos negativos que tiene el acido graso saturado. Esto se debe a la activacion de AMPK
mediada por AMP, la AMPK es un sensor que regula la inflamacion y se considera un
objetivo terapéutico para la diabetes. Otro rol benéfico del acido oleico es la generacién de
oleiletanolamida (OEA) el cual es un agonista de PPAR-a, responsable del metabolismo de
lipidos, por lo tanto, al aumentar la concentracion de OEA, se genera una reduccion del
peso corporal al aumentar la lipolisis y posterior oxidacion de acidos grasos en el musculo
esquelético. (28)
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2.15. Via de sefalizacion Nrf2

El factor de transcripcion Nrf2 (Nuclear related factor 2) es un potente activador
transcripcional y juega un papel central en la expresion de maltiples genes que sintetizan
proteinas generadoras de proteccion antioxidante. Como se puede observar en la Figura 1,
esta proteina se encuentra normalmente en el citoplasma, asociada a Keapl (Kelch-like
ECH-associated protein 1), la cual favorece la ubiquitinizacion del factor de transcripcion.
Bajo condiciones fisiologicas normales, Nrf2 es constantemente degradado por la via
ubiquitin-proteasoma la cual es dependiente de Keapl. Pero en presencia de especies
reactivas de oxigeno (ERO), Nrf2 se libera de Keapl, parando asi su degradacién en el
proteasoma y posteriormente translocandose al nicleo, donde interaccionara con una
proteina pequefia denominada Maf, el complejo Nrf2-Maf se unird a la regién del ADN
donde se encuentran los genes de los elementos de respuesta antioxidante (ERA) e inducira

su expresion. (29)
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Figura 1. Via de sefalizacion de Nrf2-Keapl. En la figura se puede evidenciar lo que
ocurre con Nrf2 en condiciones fisiolégicas normales, donde es degradado en el
proteasoma y lo que ocurre bajo condiciones de estrés oxidativo, donde se separa de Keapl
y se transloca al ndcleo, uniéndose a Maf y generando expresion génica de elementos de
respuesta antioxidante (HO-1, SOD, NQO1 y CAT).
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2.16. Elementos de respuesta antioxidante

Luego de la translocacion de Nrf2 al nucleo, este induce la expresion de los elementos
de respuesta antioxidante (ERA), los cuales son enzimas como NADPH:quinina
oxidorreductasa 1 (NQO1), hemooxigenasa-1 (OH-1), y-glutamilcisteina sintetasa (y-GCS)
y GST, las cuales son enzimas que se encargan de detoxificar las células de los agentes

reactivos y su expresion es regulada por el factor de transcripcion Nrf2. (5)

2.16.1. Hemo oxigenasa-1

Hemo oxigenasa-1 (OH-1) es una enzima presente en animales y plantas, en mamiferos
estd anclada al reticulo endoplasmatico catalizando un paso limitante en la degradacion del
grupo hemo. La oxidacion del grupo hemo por la OH-1 involucra una serie de reacciones
redox y la participacion de la citocromo p450 reductasa que genera posteriormente CO,
Fe2* y biliverdina, la cual luego es convertida en bilirrubina por la biliverdina reductasa. El
mecanismo antioxidante de la enzima viene dado por los productos que forma, estudios
indican que la biliverdina y bilirrubina captan radicales peroxilos y disminuyen la

peroxidacion de lipoproteinas de baja densidad. (30)

Se han identificado tres isoformas de hemo oxigenasa, aunque catalizan la misma
reaccion bioquimica, estas isoformas son productos de diferentes genes con diferentes
patrones de expresion en células y tejidos. OH-3 (33 kDA) es una proteina con una baja
catélisis que se puede encontrar s6lo en cerebro de rata, y no se ha reportado actividad en
humanos. OH-2 (36 kDa) contribuye a la homeostasis celular y esta expresada en muchos
tejidos incluyendo el cerebro y los testiculos, mientras que OH-1 (32 kDa), tambiéen
conocida como Hsp32, es inducida por estrés y estd expresada en bajas concentraciones en
los tejidos. OH-1 se expresa por metales pesados, shock térmico, isquemia, shock

hemorragico, especies reactivas del oxigeno, radiacion e hipoxia, ademas estudios in vitro
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han demostrado que citoquinas inflamatorias como IL-1, TNF-alfa, LPS, y especies

reactivas de nitrégeno también pueden estimular la expresion de OH-1. (31)

Estudios indican que los productos de esta enzima pueden desencadenar una serie de
efectos benéficos para ciertas enfermedades, por ejemplo, se ha encontrado que la
expresion de hemo oxigenasa 1 en tejido gastrointestinal juega un rol critico en la

citoproteccion y anti-inflamacion. (32)

Con relacion al pancreas, se ha estudiado el efecto benéfico que tiene la expresion de
OH-1 en pancreatitis aguda. Esta proteina esta sobre expresada en pacientes hospitalizados

que presentan pancreatitis aguda y modelos animales. (33)

2.16.2. NADPH quinina oxidorreductasa 1 (NQO1)

NQO1 es una de las dos quinonas reductasas mas importantes en mamiferos, es
altamente inducible y juega un rol en la adaptacion celular al estrés. Su funcion principal es
reducir quinonas a hidroguinonas, el cual es un mecanismo conocido de detoxificacion. Las
quinonas son especies electrofilicas capaces de reaccionar con nucleéfilos celulares y
ademas por medio de semiquinonas pueden interaccionar con oxigeno molecular generando
especies reactivas de oxigeno y nitrogeno que son capaces de producir dafio celular, es por
ello que su conversion a hidroquinona es un paso fundamental para disminuir el estrés

oxidativo en las células. (34)

En este estudio se utilizaron tres genes pertenecientes a los elementos de respuesta
antioxidante, entre los cuales tenemos el gen de Hemooxigenasa-1 (OH-1), Peroxiredoxin-1
(Prdx-1) y Superoxido dismutasa-1 (SOD-1), que fueron utilizados en estudios anteriores.
(35)
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2.17. Activadores de Nrf2

2.17.1. Ter-butil-hidroquinona

Ter-butil-hidroquinona (t-BHQ) es un compuesto usado comdnmente como antioxidante
sintético para las comidas, el cual previene deterioro oxidativo y rancidez de aceites y
grasas debido a su potente actividad anti-peroxidacion lipidica. Se propone que su
mecanismo de accion es la disociacion del complejo Nrf2-Keapl, estabilizacion de Nrf2, y
activacion de la via MAPK. Un estudio ha demostrado que alimentar ratas, previa
administracion de estreptozotocina, con t-BHQ, aumenta su secrecion de insulina
estimulada por glucosa, y fueron resistentes al desarrollo de diabetes en comparacion con
ratas tratadas solamente con estreptozotocina, pero no se midio la activacion del factor de
transcripcion Nrf2. (6, 36)

Ademas, se ha comprobado que t-BHQ protege células neuronales de neurotoxicidad
producida por plomo mediante la via de sefializacién Nrf2/OH-1. (37) Dentro de las
diversas células estudiadas estan: células de timo, células hepaticas, células renales, entre

otras.
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2.17.2. Ter-butil-hidroquinona (t-BHQ) y diabetes

Los efectos antioxidantes de la t-BHQ son ampliamente conocidos, ya que se han
realizado diversos experimentos probando este compuesto en modelos celulares y animales.
Un estudio busco evaluar la expresion de OH-1, un elemento de respuesta antioxidante
activado por NRF2, y VEGF, factor de crecimiento endotelial vascular, de la retina de ratas
diabéticas, y los resultados mostraron que la t-BHQ promueve la secrecion de insulina,
disminuye los niveles de glucosa, induce la expresion de OH-1 y disminuye la expresion de

VEGF para proteger la retina de las ratas. (38)

Otro estudio habla sobre como t-BHQ atenda el dafio a los glomérulos en ratones
diabéticos mediante la activacion de NRF2. En este estudio se utilizaron ratones CD-1a los
cuales se les indujo diabetes mediante estreptozotocina y ademas fueron tratados con t-
BHQ al 1% en su dieta por tres meses. Luego a estos se les realizé diversas mediciones
bioldgicas, y se encontrd que en ratones tratados con t-BHQ se redujo significativamente el
malondialdehido glomerular y plasmatico, también disminuyo la proteinuria, acumulacion
de fibronectina, aumento la expresion de OH-1 y gamma-GCS vy estimul6 la acumulacién

de NRF2 en el nicleo de las células. (39)
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2.17.3. Flavonoides

Los flavonoides son un grupo de sustancias naturales con multiples estructuras
fenolicas, es decir, compuestos quimicos que tienen un grupo hidroxilo unido a un anillo
aromatico. Se pueden encontrar en frutas, vegetales, granos, semillas, raices, flores, vinos,
etc. Multiples estudios han mostrado efectos beneficiosos de estos compuestos en la salud
de individuos. Actualmente los flavonoides se utilizan en una variedad de aplicaciones
farmacéuticas, medicinales, nutricionales y cosmeéticas, debido a que tienen propiedades
anti-oxidativas, anti-inflamatorias, anti-mutagénicas y anti-cancerigenas. La informacién
sobre los mecanismos de accién de las propiedades benéficas de los flavonoides no se
conoce suficientemente, sin embargo, es sabido desde la antigliedad que los derivados de
las plantas poseen un amplio espectro de actividades bioldgicas. (40)

En las plantas, los flavonoides son sintetizados en sitios particulares y son responsables
del color y aroma de las flores y frutas para asi atraer insectos para la polinizacion y su
subsecuente dispersion. Ademas, protegen a las plantas de diversos agentes estresores,

funcionan como moléculas sefializadoras, agentes desintoxicantes y antimicrobianos. (41)

2.17.4. Clasificacion de los flavonoides

Los flavonoides pueden dividirse en diferentes subgrupos dependiendo de la union entre
los anillos de carbono que posee su estructura. Asi pueden diferenciarse entre isoflavones,

neoflavonoides, antocianinas, entre otros. (40)
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2.17.5. Quercetina

La quercetina es un flavonoide, uno de los grupos polifendlicos mas abundantes en
plantas (frutas y vegetales), estudios en celulas hepaticas han demostrado que puede activar
Nrf2 mediante la via p38-MAPK, otros estudios han demostrado que la quercetina puede
combatir el estrés por LPS en células microgliales mediante la produccion de OH-1, enzima
inducida por Nrf2. En relacion con las células beta, se ha demostrado que la quercetina
previene y protege del estrés oxidativo inducido por estreptozotocina a células beta

pancreaticas de rata, pero no se estudio, la activacion de Nrf2. (42-44)

2.17.6. Quercetina como suplemento alimenticio

En la naturaleza (vegetales como manzanas, maqui, cebollas entre otras), la quercetina
se encuentra conjugada con un azucar, pero luego se disocia en el intestino, por otra parte,
existen suplementos alimenticios de quercetina en donde esta libre de la glucosa. Se han
realizado estudios en donde se estima que el consumo diario de quercetina en una persona

que tiene una dieta occidental es de 3 a 40 mg. (45)

Luego del consumo de quercetina y de ser separada del residuo de glucosa en el
intestino, esta atraviesa pasivamente el epitelio intestinal, o0 mediante co-transporte sodio-
glucosa cuando no es separada del residuo glicosidico. La quercetina es metabolizada en los
enterocitos y en el higado formando una serie de metabolitos, ya que puede sufrir
metilacién, sulfatacion o glucoronizacién. A pesar de los diversos efectos benéficos que se
ha encontrado en la quercetina, si esta se administra en dosis altas puede ser toxico para el
organismo, ya que estudios indican que una dieta alta en quercetina puede causar aumento
de los efectos nefrotoxicos en un rifion previamente dafiado, aunque todavia faltan estudios
que confirmen esto. Ademas, se han encontrado efectos protectores de quercetina en
tumores debido a los efectos antioxidantes. (46)
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La quercetina se considera un posible activador de Nrf2, y debido a la falta de
publicaciones que asocien células beta pancreéticas y quercetina, este estudio se considera
relevante, ya que se podria encontrar un posible tratamiento para aumentar la capacidad
antioxidante de células beta pancreaticas de pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y asi
disminuir las complicaciones de esta enfermedad a medida que la persona envejece,

aumentando asi su expectativa de vida.

2.17.7. Potencial antidiabético de Quercetina

Se ha reportado que la quercetina puede interactuar con diversas moléculas que se
encuentran en el intestino delgado, pancreas, musculo esquelético, tejido adiposo e higado
para controlar la homeostasis de la glucosa. EI mecanismo de accion consiste en la
inhibicion de la absorcion intestinal de glucosa, y los mecanismos de secrecion de insulina
para mejorar la utilizacién de glucosa en los tejidos periféricos. Estudios recientes han
detectado quercetina en plasma sanguineo después de consumir suplementos o alimentos
que contienen la molécula antioxidante y que tendria una vida media prolongada en el

cuerpo humano. (47)
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2.17.8. Quercetina en ensayo MTT

El MTT es un reactivo utilizado para determinar la viabilidad en ensayos de
proliferacion y citotoxicidad celular. EI mecanismo de accion consiste en que las células
vivas pueden reducir el MTT en un compuesto purpura insoluble denominado formazan
mediante la enzima succinato deshidrogenasa presente en su mitocondria, luego este
formazan es solubilizado con un disolvente y se posteriormente se lee la absorbancia a 570
nm, a mayor absorbancia, mayor cantidad de células vivas. Diversos estudios han
demostrado que la quercetina puede reducir el reactivo MTT en ausencia de células vivas.
Por lo tanto, al incubar quercetina en medio de cultivo celular, sin células y realizar el
ensayo de MTT puede originar formazén, interfiriendo en el ensayo. Para evitar la
interferencia se pueden lavar bien las células para eliminar la quercetina o se puede realizar
un blanco de reactivo que contenga quercetina y medio de cultivo sin células para luego

restar la absorbancia de las diferentes concentraciones que se requiere en el estudio. (48)
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3. HIPOTESIS

La activacion de Nrf2 ejerce un efecto protector en células beta pancreaticas murinas

frente a dafio oxidativo por palmitato in vitro.

4. OBJETIVO GENERAL

Evidenciar el efecto protector de la activacion de Nrf2 en células beta pancreaticas

murinas frente a dafio oxidativo por palmitato in vitro.

4.1. Objetivos especificos

e Determinar la concentracion de t-BHQ y Quercetina 6ptima para realizar ensayos de
viabilidad celular en células beta pancreaticas MING.

e Evaluar la activacién de NRF2 por t-BHQ y Quercetina en células beta pancreaticas
MING.

e Evaluar el efecto citoprotector de la activacion de Nrf2 en células beta pancreaticas
MING frente a dafio oxidativo por palmitato in vitro.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. REACTIVOS

Linea celular MING6: donadas gentilmente por el Dr. Andrew Quest (Universidad de
Chile, Laboratorio de Comunicaciones Celulares), medio de cultivo Dulbecco’s Modified
Eagle Medium- High glucosa (DMEM-H, por su sigla en inglés) que contiene 4,5 g/L de
glucosa y L-glutamina (Biological industries, U.S.A.), suero fetal bovino inactivado al 10%
estéril (HyClone de Thermo Scientific), penicilina/estreptomicina al 5% (Gibco), PBS al
10x estéril (137 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 10 mM tampodn fosfato pH 7.4) (Calbiochem),
tripsina-EDTA 1x (Gibco), DMSO (Duchefa Biochemie, Netherlands), agua destilada,
MTT Cell Proliferation Assay Kit (Cayman Chemical, U.S.A.), acido palmitico (Merck,
U.S.A)), ter-butil-hidroquinona (Merck, U.S.A.), quercetina, RNA-Solv Reagent (Omega
Bio-tek, U.S.A.), cloroformo (Merck, U.S.A.), isopropanol (Merck, U.S.A.), etanol (Merck,
U.S.A.), agua DEPC (Santa Cruz Biotechnology, U.S.A.), 5X All-in-One RT MasterMix
(ABM, Canada), Takyon'™ Rox SYBR® MasterMix dTTP Blue (Eurogentec), primers que
se puede observar en la tabla 1 (Integrated DNA Technologies, U.S.A.).

5.2.CULTIVO CELULAR

Se utiliz6 una linea celular beta pancreatica proveniente de raton: MING, la cual se
origind de un insulinoma, tiene morfologia epitelial y propiedades adherentes en una placa
de cultivo (49). Estas células fueron cultivadas en placas de Poliestireno Falcon con medio
de cultivo DMEM alto en glucosa, con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB) y antibidticos
como penicilina y estreptomicina, a un pH de 7.5. Las placas de poliestireno se

mantuvieron en estufas de cultivo a 37 °C y 5% de CO,.
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5.3. CAMBIO DE MEDIO Y LAVADO

Para cambiar el medio DMEM vy lavar las células, se retir6 completamente el medio
antiguo con pipeta Pasteur unida a un extractor y posteriormente se agrego PBS hasta cubrir
completamente la placa con las células adheridas y luego se movid cuidadosamente para
remover todas las células muertas en suspension. Luego ese PBS con células muertas se
elimino teniendo en consideracion no remover la capa de células vivas adheridas a la placa.
Este proceso se repitio dos veces y al final se agregd el medio de cultivo nuevo para volver
a la incubadora a 37 °C y 5% de CO.. Las células se lavaron 2 veces por semana y se

tripsinizaron 1 vez a la semana.

5.4, TRIPSINIZACION DE CELULAS

Posteriormente, para poder usar las células en los distintos experimentos, y una vez ya
lavadas, se agrego a la placa, 0,5 ml de tripsina-EDTA homogenizando con un movimiento
ondulante para despegar todas las células vivas de la placa. Luego se incubd cinco minutos
a 37 °C, y se agreg6 2 ml del medio de cultivo DMEM con suero fetal bovino para inactivar
la accion de la tripsina. Por Gltimo, se realiz6 una observacién microscopica de las células
para observar si se disgregaron correctamente. Para sembrar las células en las placas de 96
pocillos se hizo una dilucion de 1:4 con PBS a partir de las células disgregadas y luego
fueron contadas con una camara de Neubauer, obteniendo un promedio de los cuatro
cuadrantes el cual se multiplicé por 5 y luego por 10.000 para obtener la concentracion de
células por mililitro. Teniendo esa concentracién se realizaron los calculos para obtener una
concentracion final de 60.000 celulas por pocillo, teniendo en cuenta de que en cada pocillo

se tendra un volumen final de 100 pL.
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5.5. MEDICION DE LA EXPRESION DE ELEMENTOS DE RESPUESTA
ANTIOXIDANTE

Para medir la activacion de Nrf2 con los compuestos se realizé una RT-gPCR cuyos
genes objetivos fueron 18s rRNA como housekeeping, Nrf2, hemooxigenasa-1 (OH-1),
Peroxiredoxin-1 (Prdx1) y Superoxido dismutasa-1 (Sodl), las secuencias de los primers se
pueden observar en la tabla 1. Las celulas fueron incubadas en placas de 60 mm de
didmetro con una confluencia del 90%, con 3 ml de medio de cultivo DMEM alto en
glucosa por 24 horas a 37 °C y 5% de CO2, luego de este tiempo se lavaron con PBS y se
les cambid el medio por uno que contenia el tratamiento en estudio, los cuales fueron ter-
butil-hidroquinona 50 uM, quercetina 50 pM, palmitato 500 uM vy &cido oleico 500 uM,
ademés de un grupo control sin tratamiento, se dejaron incubar por otras 24 horas, al
completar ese tiempo, las células se lavaron con PBS y se procedio a realizar la extraccion
de ARN con RNA-solv® Reagent (Omega Biotek, 2019) siguiendo las instrucciones del
proveedor, luego de realizar la extraccion se procedié a verificar la pureza del ARN
midiendo su absorbancia a 260 y 280 nm utilizando el lector multi modal Synergy HTX
(Biotek, U.S.A.) y luego dividiendo estos dos resultados, para obtener un valor entre 1,8 y
2,0, y el equipo realizé el célculo para obtener la concentracion de ARN total, con este
calculo se procedié a normalizar las concentraciones de ARN dejandolos a todos a una
concentracion de 150 ng/uL. Luego se realizé la retrotranscripcion con el kit 5X All-in-One
RT MasterMix siguiendo las instrucciones del fabricante e igualmente se cuantificé el
cDNA generado midiendo su absorbancia a 260 y 280, para asi normalizar las

concentraciones de cDNA a 500 ng/pL quedando listo para su uso.

Para realizar la gPCR se necesito calcular la temperatura de annealing de cada gen para
ello primero se calcul6 la temperatura de melting (Tm) de cada primer mediante el software
online  OligoAnalyzer  perteneciente  a Integrated DNA  Technologies

(https://www.idtdna.com/calc/analyzer), luego se procedio a calcular la temperatura de

melting del producto generado en cada par de primers, para ello se utilizé el software
BLAST de NCBI para obtener el producto de los primers y con la secuencia de este

producto se calculé su Tm en OligoAnalyzer. Teniendo ya la Tm de los primers y la Tm del
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producto se utilizé la siguiente formula para obtener la temperatura de annealing de cada
gen (50): T°annealing = 0.3 x (Tm del primer) + 0.7 x (Tm del producto) - 14.9

Donde la Tm del primer corresponde a la menor Tm de entre los dos primers del gen y la
Tm del producto es el producto de la reaccidn, en la tabla 1 se observan las temperaturas de
annealing calculadas para cada gen. Para realizar la qPCR se utilizo el kit Takyon™ Rox
SYBR® MasterMix dTTP Blue (Eurogentec) y el equipo AriaMx (GeneXpress).

Tabla 1. Listado de primers correspondientes a los genes de los elementos de respuesta

antioxidante, housekeeping y Nrf2.

Gen Primer sense Primer antisense T2
18s CGAACGTCTGCCCTATCAACTT CCGGAATCGAACCCTGATT 60°C
Nrf2 CGAGATATACGCAGGAGAGGTAAGA GCTCGACAATGTTCTCCAGCTT 55°C
Hmox-1 CCTCACTGGCAGGAAATCATC CCTCGTGGAGACGCTTTACATA  56°C
Prdx-1 TCCCAAGCGCACCATTG AGGCCCCTGAAAGAGATACCTT  51°C
Sod-1 GTGATTGGGATTGCGCAGTA TGGTTTGAGGGTAGCAGATGAGT  52°C

T2 temperatura de annealing calculada.

5.6. COMPARACION RELATIVA DE LA EXPRESION DE LOS ELEMENTOS
DE RESPUESTA ANTIOXIDANTE

Para analizar los datos obtenidos de la gPCR, se realiz6 una comparacion relativa de la
expresion de los ARNm, para ello se utiliz6 el método de comparacion de Ct. En una qPCR
se genera un grafico donde en el eje Y se aprecia la fluorescencia de la amplificacién y en
el eje X estan los ciclos de la reaccién, en una gPCR normal, a mayor cantidad de ciclos,
mayor es la fluorescencia hasta cierto punto. Para entender que es el Ct, primero hay que
saber que es la linea threshold, la cual es el nivel de fluorescencia en donde se considera
que la reaccion sobrepasé los niveles basales, por lo tanto, es el inicio de la fase
exponencial. El valor de Ct (cycle threshold) representa el ciclo en donde la amplificacion

intercepta la linea threshold, por lo tanto, a menor Ct, mayor cantidad de material genético
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existe. EI método de comparacion de Ct consiste primero en obtener un valor denominado

ACt para cada tratamiento y se obtiene con la siguiente formula:
ACt = Ct gen estudiado — Ct gen housekeeping

Luego se calculd el AACt que consiste en restar el ACt de cada muestra menos el ACt de la

muestra control, en este experimento la muestra control son las células sin tratamiento:
AACt = ACt muestra tratada — ACt muestra control

Por ultimo, para generar el grafico se calculg 244,

5.7.ESTUDIO DE VIABILIDAD CELULAR CON ACTIVADORES DE NRF2

Para evaluar la viabilidad celular con los distintos activadores de NRF2 se sembraron las
células en placas de 96 pocillos con una concentracion de 60.000 células/pocillo. Se utilizé
medio DMEM alto en glucosa por 24 horas a 37 °C y 5% de CO2, luego de ese tiempo se

agregaron las distintas concentraciones de los reactivos.

Para estudiar la viabilidad celular con quercetina se utilizaron las siguientes
concentraciones: 50, 100 y 200 uM, el estandar para realizar estas diluciones se preparé en
DMSO con PBS en el mismo momento ya que la quercetina tiene muy baja solubilidad.
Las células se incubaron por 24 horas y luego se realizo el ensayo de MTT siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se realizaron controles que solo contenian el vehiculo de la
quercetina el cual fue DMSO 0,4% y también PBS. Ademas, se realizaron controles con
cada concentracion de quercetina sin células para evitar interferencias de la propia

quercetina con el MTT.

Para estudiar la viabilidad celular con t-BHQ se utilizaron las siguientes
concentraciones: 25, 50 y 100 pM, las cuales se incubaron de igual forma que la quercetina
y luego se realizé el ensayo de MTT. Se realizaron los mismos controles, DMSO 0,4%,
PBS, y control de t-BHQ sin células.

Para estudiar el efecto protector de los activadores de NRF2 frente a dafio oxidativo por

palmitato, se sembraron 60.000 células por pocillo en placas de 96 pocillos, se dejaron
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incubar 24 horas, luego se afiadieron los activadores de NRF2 a 25 y 50 uM, se dejé
incubar a 37 °C por 30 minutos y luego se agreg6 10 pl de palmitato 0,05M. Dejandolos
incubar por 24 horas a 37 °C y 5% de CO2, para posteriormente realizar el ensayo MTT
siguiendo las instrucciones del fabricante. La absorbancia se midié en el lector de

multiplacas Multiskan GO (Thermo Scientific).

El porcentaje de viabilidad celular se calculé con la siguiente formula:

Media de la absorbancia de las células tratadas

% Viabilidad = 100

Media de la absorbancia de las células sin tratar (Control) x

5.8. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos fueron registrados y analizados utilizando el programa GraphPad
Prism 6. Se asumio que los datos tienen una distribucién normal. Por lo tanto, para los
ensayos de viabilidad celular, el método a utilizado fue el t test con un analisis no pareado
para comparar el porcentaje de viabilidad comparados con el grupo control. Y para analizar
los valores obtenidos en la comparacion relativa se utilizo la prueba ANOVA de una via
con una comparacion multiple. Se consider6 estadisticamente significativos los valores de p
<0,05.
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6. RESULTADOS

6.1. ESTUDIO DE VIABILIDAD CELULAR CON ACTIVADORES DE NRF2

6.1.1. Viabilidad de células Min6 con Quercetina

Se realizdé un ensayo MTT para observar la viabilidad de las células Min6 al ser
expuestas a diferentes concentraciones de quercetina (50, 100, 200 pM), se considerdé como
100% de viabilidad la absorbancia del grupo control s6lo con PBS, el grupo con DMSO al
0,4% present6 una viabilidad del 99,4% + 3,5 sin diferencias significativas con respecto al
grupo control (p > 0,05), los grupos tratados con quercetina a 50, 100 y 200 pM
presentaron una viabilidad del 93,8% + 2,7; 90,1% + 3,4 y 78,3% % 3,1 respectivamente.
Los grupos tratados con 50 y 100 uM presentaron un valor p < 0,05 (*) y el grupo tratado

con 200 uM presentd un valor p < 0,0001 (****). Los resultados estdn expresados en
promedio + SEM (Fig 2).
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Figura 2. Gréafico de viabilidad de células Min6 expuestas a diferentes concentraciones de
quercetina (50, 100, 200 uM). Se comparo estadisticamente el grupo Control que contenia
PBS con cada tratamiento utilizando el test t de student para grupos no pareados. Los
resultados estan expresados en promedio + SEM, n=6.
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6.1.2. Viabilidad de células Min6 con t-BHQ

Se realizdé un ensayo MTT para observar la viabilidad de las células Min6 al ser
expuestas a diferentes concentraciones de t-BHQ (25, 50, 100 pM), se consider6 como
100% de viabilidad la absorbancia del grupo control solo con PBS, el grupo con DMSO al
0,4% present6 una viabilidad del 99,7% + 3,5 sin diferencias significativas con respecto al
grupo control (p > 0,05), los grupos tratados con t-BHQ a 25, 50 y 100 uM presentaron una
viabilidad del 93,9% =+ 2,3; 89,4% + 2,5y 87,3% + 2,6 respectivamente. El grupo tratado
con 25 UM present6 un valor p = 0,29 (*), el grupo tratado con 50 uM present6 un valor p
= 0,0021 (**) y el grupo tratado con 100 puM presenté un valor p = 0,0008 (***). Los
resultados estan expresados en promedio + SEM (Fig 3).
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Figura 3. Gréfico de viabilidad de células Min6 expuestas a diferentes concentraciones de
t-BHQ (25, 50, 100 puM). Se realizd un ensayo MTT para medir la viabilidad celular, para
ello se expuso a las células a los diferentes tratamientos por 24 horas. Se compar6
estadisticamente el grupo Control que contenia PBS con cada tratamiento utilizando el test t

de student para grupos no pareados. Los resultados estan expresados en promedio + SEM,
n=6.
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6.2. ESTUDIO DE EXPRESION DE ELEMENTOS DE RESPUESTA
ANTIOXIDANTE

6.2.1. Expresion de ARN: 18s rRNA

Para cuantificar la expresion del rRNA 18s se realizd una extraccion de ARN a las
células Min6 tratadas con los diferentes compuestos (control con PBS, quercetina 25 uM, t-
BHQ 25 puM, palmitato 500 uM y &cido oleico 500 uM) por 24 horas, luego se realizd una
retrotranscripcion y finalmente la gPCR obteniendo los siguientes valores de Ct a partir del
grafico de fluorescencia con un threshold de 200 AR (Fig 4). Ct control: 12,0 + 0,03; Ct
quercetina: 11,6 + 0,12; Ct t-BHQ: 11,6 + 0,12; Ct palmitato: 9,4 + 0,05 y Ct &cido oleico:

10,3 + 0,18. Los valores estan expresados en promedio = SEM, n=3.
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Figura 4. gPCR gen 18s rRNA (housekeeping) con los diferentes tratamientos. A: grafico
de fluorescencia de SYBR del gen 18s a lo largo de los ciclos de amplificacion de la gPCR.

B: valores de Ct de la amplificacion del gen 18s expresados en promedio + SEM, n=3.
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6.2.2. Expresion de ARN: Nrf2

Para realizar la comparacion relativa se utilizd el método de comparacion de Ct

explicado anteriormente, se utilizé el Ct del gen housekeeping 18s rRNA y los Ct obtenidos

a partir del grafico de fluorescencia que se puede ver en la figura 5A con un threshold de

30, luego se calculd el ACt, seguido del AACt y por Gltimo el valor de 222 obteniendo los

siguientes resultados para cada grupo (Fig 5). Control: 1 + 0; Quercetina: 5,99 + 0,25; t-
BHQ: 463,80 + 134; Palmitato: 2,31 + 0,27 y Acido oleico: 5,17 + 0,12. Los valores estan

expresados en promedio £ SEM n=3, y pueden ser interpretados como la cantidad de veces

que estd mas o menos expresado el ARNm Nrf2 en cada grupo con respecto al control.

Comparado con el control, el grupo con t-BHQ es significativamente mayor (p = 0,0011).
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Figura 5. Amplificacién en gPCR del gen Nrf2 con los diferentes tratamientos. A: grafico

de fluorescencia de SYBR del gen Nrf2 a lo largo de los ciclos de amplificacion de la

gPCR. B: comparacion relativa (222¢") de la expresion de ARN de Nrf2 expresados en

promedio £ SEM, n=3.
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6.2.3. Expresion de ARN: Hmox-1

Para realizar la comparacion relativa se utilizd el método de comparacion de Ct
explicado anteriormente, se utilizé el Ct del gen housekeeping 18s rRNA y los Ct obtenidos
a partir del gréafico de fluorescencia que se puede ver en la figura 6A con un threshold de
200, luego se calculd el ACt, seguido del AACt y por Gltimo el valor de 2-24€t obteniendo
los siguientes resultados para cada grupo (Fig 6). Control: 1 + 0; Quercetina: 1,90 + 0,23; t-
BHQ: 39,08 + 9,72; Palmitato: 1,13 + 0,08 y Acido oleico: 2,32 + 0,14. Los valores estan
expresados en promedio £ SEM n=3, y pueden ser interpretados como la cantidad de veces
que estd mas o menos expresado el ARNm Hmox-1 en cada grupo con respecto al control.

Comparado con el control, el grupo con t-BHQ es significativamente mayor (p = 0,0004).
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Figura 6. Amplificacion en gPCR del gen Hmox-1 con los diferentes tratamientos. A:
grafico de fluorescencia de SYBR del gen Hmox-1 a lo largo de los ciclos de amplificacion
de la gPCR. B: comparacion relativa (2*2%) de la expresion de ARN de Hmox-1

expresados en promedio £ SEM, n=3.
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6.2.4. Expresion de ARN: SOD-1

Para realizar la comparacion relativa se utilizd el método de comparacion de Ct
explicado anteriormente, se utilizé el Ct del gen housekeeping 18s rRNA y los Ct obtenidos
a partir del gréafico de fluorescencia que se puede ver en la figura 7A con un threshold de
100, luego se calculd el ACt, seguido del AACt y por Gltimo el valor de 2-24€t obteniendo
los siguientes resultados para cada grupo (Fig 7). Control: 1 + 0; Quercetina: 1,71 + 0,19; t-
BHQ: 42,40 + 9,78; Palmitato: 0,42 + 0,04 y Acido oleico: 0,98 + 0,11. Los valores estan
expresados en promedio £ SEM n=3, y pueden ser interpretados como la cantidad de veces
que estd mas o menos expresado el ARNm SOD-1 en cada grupo con respecto al control.

Comparado con el control, el grupo con t-BHQ es significativamente mayor (p = 0,0002).
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Figura 7. Amplificacion en gPCR del gen SOD-1 con los diferentes tratamientos. A:
grafico de fluorescencia de SYBR del gen SOD-1 a lo largo de los ciclos de amplificacion
de la qPCR. B: comparacion relativa (222" de la expresion de ARN de SOD-1 expresados

en promedio + SEM, n=3.
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6.2.5. Expresion de ARN: Prdx-1

Para realizar la comparacion relativa se utilizd el método de comparacion de Ct
explicado anteriormente, se utilizé el Ct del gen housekeeping 18s rRNA y los Ct obtenidos
a partir del gréafico de fluorescencia que se puede ver en la figura 8A con un threshold de
80, luego se calculd el ACt, seguido del AACt y por Gltimo el valor de 2724 obteniendo los
siguientes resultados para cada grupo (Fig 8). Control: 1 + 0; Quercetina: 1,43 + 0,07; t-
BHQ: 42,64 + 22,66; Palmitato: 0,44 + 0,01y Acido oleico: 1,25 + 0,01. Los valores estan
expresados en promedio £ SEM n=3, y pueden ser interpretados como la cantidad de veces
que estd mas o menos expresado el ARNm Prdx-1 en cada grupo con respecto al control.

Comparado con el control, el grupo con t-BHQ es significativamente mayor (p = 0,0489).

A. AMPLIFICACION PRDX1 B'Comparacién relativa expresion de ARN Prdx-1
Control Quercetina 80
— = {-BHQ W eeeceee Palmitato
= = -Oleato T
60
& 5000 N
o 0
= 4000 1
] 407
b 3000 <
@)
Z 2000 20
%
M 1000
e —_—
= 0 -
= 0 10 MRS S
-1000 (\\‘0 g ;\\(\ @Q‘ ; \.\’0\ \Q/\Q
CICLOS o O Y & 0
N * v
o)
Tratamiento

Figura 8. Amplificacion en qPCR del gen Prdx-1 con los diferentes tratamientos. A:
grafico de fluorescencia de SYBR del gen Prdx-1 a lo largo de los ciclos de amplificacion
de la gQPCR. B: comparacion relativa (244¢Y) de la expresion de ARN de Prdx-1 expresados

en promedio + SEM, n=3.
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6.3.ESTUDIO DEL EFECTO PROTECTOR DE ACTIVADORES DE NRF2
FRENTE A CELULAS MIN6 EXPUESTAS A PALMITATO

6.3.1. Viabilidad de células Min6 con tratamiento de quercetina y palmitato

Para estudiar el efecto protector de la quercetina en células Min6 expuestas a palmitato,
estas fueron incubadas previamente por 30 minutos con quercetina a 25y 50 uM vy luego se
les agreg6 palmitato 500 UM y se incubaron por 24 horas, en donde posteriormente se
lavaron y se procedié a realizar el ensayo de MTT. Se consider6 como 100% de viabilidad
la absorbancia de las células sin palmitato y sin quercetina, a partir de esto se obtuvo el
porcentaje de viabilidad de los demés grupos. El grupo que sélo contenia palmitato obtuvo
una viabilidad del 43,3% = 2,9; el grupo con DMSO 0,4% y palmitato obtuvo una
viabilidad del 39,3% + 2,8 y los grupos con quercetina 25 y 50 uM y palmitato obtuvieron
una viabilidad del 38,3% * 4,6 y 32,2% + 5,0 respectivamente. Los valores estan
expresados en promedio + SEM n=6. En comparacién con el grupo control sin palmitato,
todos obtuvieron diferencias significativas con valor p < 0,0001.
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Figura 9. Viabilidad de células Min6 expuestas a diferentes concentraciones de Quercetina
(25 y 50 uM) vy tratadas con palmitato 500 uM. Se comparé estadisticamente cada grupo
utilizando test t de student para datos no pareados. Los resultados estan expresados en
promedio + SEM, n=6.
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6.3.2. Viabilidad de células Min6 con tratamiento de t-BHQ y palmitato

Para estudiar el efecto protector de la t-BHQ en células Min6 expuestas a palmitato,
estas fueron incubadas previamente por 30 minutos con t-BHQ a 25 y 50 uM y luego se les
agrego palmitato 500 uM y se incubaron por 24 horas, en donde posteriormente se lavaron
y se procedié a realizar el ensayo de MTT. Se consideré6 como 100% de viabilidad la
absorbancia de las células sin palmitato y sin t-BHQ, a partir de esto se obtuvo el
porcentaje de viabilidad de los demas grupos. El grupo que sélo contenia palmitato obtuvo
una viabilidad del 43,3% + 2,9; el grupo con DMSO 0,4% vy palmitato obtuvo una
viabilidad del 38,9% * 2,9 y los grupos con t-BHQ 25 y 50 uM y palmitato obtuvieron una
viabilidad del 42,4% * 2,4 y 45,4% = 2,9 respectivamente. Los valores estan expresados en
promedio £ SEM n=6. En comparacion con el grupo control sin palmitato, todos obtuvieron
diferencias significativas con valor p < 0,0001.
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Figura 10. Viabilidad de células Min6 expuestas a diferentes concentraciones de t-BHQ
(25 y 50 uM) vy tratadas con palmitato 500 uM. Se comparé estadisticamente cada grupo

utilizando test t de student para datos no pareados. Los resultados estan expresados en
promedio + SEM, n=6.
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6.4.ESTUDIO DEL EFECTO PROTECTOR DE ACTIVADORES DE NRF2
FRENTE A CELULAS MIN6 EXPUESTAS A ACIDO OLEICO

6.4.1. Viabilidad de células Min6 con tratamiento de quercetinay a. oleico

Para estudiar el efecto protector de la quercetina en células Min6 expuestas a &cido
oleico, estas fueron incubadas previamente por 30 minutos con quercetinaa 25y 50 pM y
luego se les agregd acido oleico 500 pM y se incubaron por 24 horas, en donde
posteriormente se lavaron y se procedié a realizar el ensayo de MTT. Se consider6 como
100% de viabilidad la absorbancia de las células sin acido oleico y sin quercetina, a partir
de esto se obtuvo el porcentaje de viabilidad de los deméas grupos. EI grupo que sélo
contenia acido oleico obtuvo una viabilidad del 89,1% + 2,8; el grupo con DMSO 0,4% y
acido oleico obtuvo una viabilidad del 85,9% + 3,0 y los grupos con quercetina 25y 50 uM
y acido oleico obtuvieron una viabilidad del 80,5% + 2,4 y 85,5% + 3,0 respectivamente.
Los valores estan expresados en promedio £ SEM n=6. En comparacion con el grupo
control sin acido oleico, el grupo que contenia s6lo &cido oleico tubo una diferencia
significativa con valor p = 0,0035 (**), los grupos con DMSO 0,4% y quercetina 50 uM
obtuvieron una diferencia significativa con valor p = 0,001 (***) y el grupo con quercetina
25 UM tubo un valor p < 0,0001 (****).
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Figura 11. Grafico de viabilidad de células Min6 expuestas a diferentes concentraciones de
Quercetina (25 y 50 uM) y tratadas con acido oleico 500 uM. Se compard estadisticamente
cada grupo utilizando test t de student para datos no pareados. Los resultados estan
expresados en promedio £ SEM, n=6.
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6.4.2. Viabilidad de células Min6 con tratamiento de t-BHQ y a. oleico.

Para estudiar el efecto protector de la t-BHQ en células Min6 expuestas a acido oleico,
estas fueron incubadas previamente por 30 minutos con t-BHQ a 25 y 50 uM y luego se les
agregd acido oleico 500 puM y se incubaron por 24 horas, en donde posteriormente se
lavaron y se procedio a realizar el ensayo de MTT. Se consider6 como 100% de viabilidad
la absorbancia de las células sin &cido oleico y sin t-BHQ, a partir de esto se obtuvo el
porcentaje de viabilidad de los demas grupos. El grupo que sélo contenia acido oleico
obtuvo una viabilidad del 89,1% + 2,8; el grupo con DMSO 0,4% y acido oleico obtuvo
una viabilidad del 85,9% + 3,0 y los grupos con t-BHQ 25 y 50 uM vy &cido oleico
obtuvieron una viabilidad del 80,1% + 2,3 y 73,7% % 1,3 respectivamente. Los valores
estan expresados en promedio £ SEM n=6. En comparacién con el grupo control sin &cido
oleico, el grupo que contenia s6lo acido oleico tubo una diferencia significativa con valor p
= 0,0035 (**), los grupos con quercetina 25 y 50 pM obtuvieron una diferencia
significativa con valor p < 0,0001 (****) y el grupo con DMSO 0,4% tubo un valor p =
0,001 (***).

Viabilidad de celulas Min6 con t-BHQ y a. oleico
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Figura 12. Grafico de viabilidad de células Min6 expuestas a diferentes concentraciones de
t-BHQ (25 y 50 pM) vy tratadas con acido oleico 500 pM. Se compar0 estadisticamente
cada grupo utilizando test t de student para datos no pareados. Los resultados estan

expresados en promedio £ SEM, n=6.
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7. DISCUSION

El factor de transcripcion Nrf2 es un importante regulador de la respuesta antioxidante
en las células del organismo, su rol interviene directamente en la expresion de elementos de
respuesta antioxidante, encargados de disminuir el dafio oxidativo que afecta la
funcionalidad celular, y cuyo rol en células beta pancreaticas es destacado, ya que estas
células son afectadas directamente por el estrés oxidativo, generando diversas
complicaciones como la diabetes mellitus. En la figura 2 se observa el estudio de viabilidad
de células MIN6 (células beta pancredticas murinas) tratadas con diferentes
concentraciones de quercetina (50, 100, 200 uM) y como control negativo se utilizé un
grupo sin tratamiento y otro grupo tratado con el compuesto vehiculo utilizado para
disolver la quercetina, el cual es el DMSO al 0,4%. Se considero al grupo sin tratamiento
como si tuviera una viabilidad del 100% y luego se realizaron los célculos para obtener la
viabilidad de los demas grupos. El grupo con Dimetilsulféxido (DMSO) al 0,4% presento
una viabilidad del 99,44% y no tuvo una diferencia significativa en comparacién con el
grupo sin tratamiento. EI DMSO es un compuesto incoloro cuya formula quimica es
CHsSOCHs, es utilizado generalmente como disolvente organico, crioperservante vy
medicamento, y como puede atravesar rapidamente las membranas celulares se utiliza
como acarreador de farmacos. Aunque no significativo, se muestra una disminucion de un
0,56% de viabilidad en las células, lo cual se correlaciona con un estudio realizado por
Zhang C y col. (51) en 2017 donde describio el efecto que tiene el DMSO en cultivos
celulares de neuronas y astrocitos, en dicho estudio encontr6 que la viabilidad y morfologia
de las neuronas disminuia significativamente con una concentraciéon de DMSO mayor a
0,5%. Por otra parte, Galvao J y col. (52) en 2014, demostr6 que DMSO induce apoptosis
en células de retina a bajas concentraciones (1, 2, 4 y 8%), ademas menciona que la
toxicidad de DMSO a concentraciones mayores a 10% es causada por formacion de poros
de membrana, y concentraciones de DMSO entre 2 — 4% induce muerte celular mediante la
translocacion del factor inductor de apoptosis (AIF por sus siglas en inglés) desde la
mitocondria hacia el nucleo y de la activacion de la polimerasa poli-ADP-ribosa (PARP por

sus siglas en ingles).
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La quercetina se caracterizé por presentar muy baja solubilidad en buffer fosfato salino
(PBS) y solamente pudo ser disuelta en DMSO por lo cual se decidio utilizar este vehiculo
para el compuesto. En 2017 Xia Lv y col. (53) postul6 un método para mejorar la
solubilidad, estabilidad de pH y fotosensibilidad de quercetina mediante la preparacion de

un microemulsionado basado en aceite que mostro ser benéfico para aplicacion topica.

En la figura 2 también se puede apreciar como la quercetina a concentraciones mayores
a 50 UM genera una disminucion significativa de la viabilidad celular, cuyo porcentaje va
desde 93,89% en el grupo tratado con 50 uM del compuesto hasta 78,33% en el grupo
tratado con 200 pM. Si bien son numerosos los estudios que indican las propiedades
benéficas que tienen los flavonoides, como sus efectos anti-inflamatorios, anticancerigenos
y antioxidantes, razén por la cual se utilizo en este estudio, también existen estudios que
indican efectos potencialmente toxicos del compuesto, como por ejemplo, toxicidad
mitocondrial, defectos metabolicos, mutagenicidad, etc. De acuerdo con Ruiquing Chen y
col. (54), que se encontraba estudiando efectos radio-protectores de diversos flavonoides
como curcumina, resveratrol y quercetina en ratones expuestos a radiacion, y los autores
afirman encontrar inesperadamente que los ratones expuestos a radiacion y quercetina
mostraron efectos negativos en su salud y pérdida de peso en comparacion con ratones
expuestos solo con radiacion. La explicacién que se propuso para esto es que la quercetina
posee propiedades antioxidantes, pero también propiedades prooxidantes, este compuesto
se acumula en grandes cantidades en la mitocondria, por lo tanto, se postula toxicidad
asociada a cambios en la mitocondria. Este mismo autor posteriormente realizé un estudio
para corroborar esta teoria y encontrd que la quercetina afecta el ADN mitocondrial
selectivamente afectando la expresion los genes POLG y TFAM, estos genes codifican la
misma polimerasa mitocondrial. Por ultimo, en la figura 2 se puede concluir que la
quercetina genera toxicidad en células MING y esta toxicidad es directamente proporcional
a la concentracion del compuesto, razén por la cual se utiliz6 una concentracién menor a 50

UM para los estudios posteriores.

En la figura 3 se observa la viabilidad de las células MING tratadas con ter-butil-
hidroquinona (t-BHQ) un conocido antioxidante alimentario y activador de la via Nrf2. El
gréfico indica que la t-BHQ genera una disminucién de la viabilidad celular a medida que
aumenta su concentracion, pasando desde un 93,95% en su menor concentracion (25 puM),

hasta un 87,36% en la mayor concentracion probada (100 uM), el anélisis estadistico indico
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que a 25 puM existen diferencias significativas con respecto al grupo control pero la
viabilidad no decae un 10% por lo tanto se utilizd esta concentracion para estudios
posteriores. Existen numerosos estudios que hablan de los efectos antioxidantes de este
compuesto, pero otros indican que a altas concentraciones pueden provocar efectos
citotoxicos. De acuerdo con Braeuning y col. (55), estos efectos citotdxicos estan altamente
relacionados con la formacidén de especies reactivas de oxigeno como consecuencia de
procesos de reducciones ciclicas. Acorde con esto, Gharavi y col. (6) en 2007, describié los
mecanismos por los cuales t-BHQ a altas concentraciones puede generar especies reactivas
de oxigeno, cuando la t-BHQ reduce alguna molécula, se oxida, transformandose en una
quinona llamada ter-butil-benzoquinona (T-BQ), esta conversion puede ser enzimatica o no
enzimatica pero su produccion viene acompafiada de especies reactivas de oxigeno (ROS,
por sus siglas en inglés) las cuales pueden generar dafios en los distintos organelos de la
célula y posteriormente apoptosis, a su vez, esta misma generacion de ROS puede estar
relacionada con la disociacion del complejo Nrf2-Keapl para asi translocar el Nrf2 al

nucleo.

Para evaluar la activacion de Nrf2 por parte de la quercetina y del t-BHQ se estudié la
expresion de elementos de respuesta antioxidante en células MING6 tratadas con estos
compuestos, mediante RT-qgPCR. En la figura 4 se observa la amplificacion del gen 18s
rRNA en los cinco grupos en estudio. El gen 18s rRNA forma parte del ARN ribosomal de
las células eucariontes, su expresion es constitutiva por lo tanto se utiliza como un
normalizador en estudios de biologia molecular, A. Bas y col. (56) en 2004 realizé un
estudio para comparar distintos genes housekeeping para RT-pPCR, entre ellos estaba el
18s rRNA, mRNA de beta-actina y mRNA de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa y
concluyd que el 18s rRNA fue el gen housekeeping mas estable y superior para analisis
comparativos de expresion de mRNA en linfocitos T humanos. La expresion del gen 18S
rRNA fue similar en el grupo control, grupo con quercetina y grupo con t-BHQ ya que sus
valores de Ct estan en el mismo nivel, pero los grupos con palmitato y &cido oleico
presentan un valor menor de Ct lo que indica una mayor cantidad de material genético en
las muestras, esto puede deberse a mala técnica de dilucién, pero conociendo estos niveles

de Ct se pueden normalizar la expresion de los otros genes.

La comparacion relativa de expresion de los distintos elementos de respuesta

antioxidante demostrd que sélo la t-BHQ pudo aumentar la expresion de estos de manera
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significativa en comparacion con el grupo control, no asi la quercetina la cual aument6 la
expresion de los elementos de respuesta antioxidante pero no al mismo nivel que la t-BHQ.
El aumento de expresion de elementos de respuesta antioxidante con t-BHQ se relaciona
con un estudio publicado por Wenzhe Xu y col. (57) en donde demuestra un incremento en
la expresion de las enzimas hemooxigenasa-1, Nqol y Gpx1 en células PC12 tratadas con t-
BHQ. Sin embargo el leve aumento de expresion de elementos de respuesta antioxidante en
este estudio no se relaciona con lo encontrado en la literatura, Lee Y.J. y col. (58)
describieron como la quercetina restaurd los niveles de expresion de hemooxigenasa-1 en
hepatocitos que fueron sometidos a estrés oxidativo inducido por etanol. Por otra parte,
Bahar E y col. (59), informaron que el pretratameinto de células de neuroblastoma con
quercetina aumenta la expresion de hemooxigenasa-1 y proteinas de Nrf2.

En la figura 9 se evalud el efecto protector de la quercetina en células MING frente a
dafio oxidativo inducido por palmitato, como se menciond anteriormente en este
documento, el palmitato produce dafio oxidativo que va a generar posteriormente
apoptosis, en el grafico se puede observar que el grupo control con palmitato presenta una
diferencia significativa con respecto al control sin palmitato, disminuyendo la viabilidad a
un 43,3%, y los distintos tratamientos con quercetina a 25 y 50 uM junto con palmitato
disminuyeron ain maés la viabilidad en comparacion con el grupo control, a un 38,34% y
32,20% respectivamente, lo que aparentemente indica que la quercetina no ejerce un efecto
protector en células MING6 cuando se les induce un dafio oxidativo por palmitato. Esto se
relaciona con el estudio de activacién de Nrf2, ya que la quercetina no aumenté de manera
considerable la expresion de elementos de respuesta antioxidantes en comparacion con la t-
BHQ, lo que significa que no activé o activd muy levemente a Nrf2. Ademas, también
puede ser explicado ya que, como se menciond anteriormente, la quercetina se acumula en
la mitocondria y, ademas de sus propiedades antioxidantes, posee propiedades pro-
oxidantes, que van a producir disminucion de la expresion de genes que participan en la
generacion de material genético mitocondrial, y al afectar la mitocondria disminuye la
viabilidad de la célula debido a factores apoptoticos. Al realizar blusqueda en “Pubmed”
utilizando las palabras clave “quercetin and ROS” arroja una serie de resultados indicando
el rol protector que posee quercetina frente a especies reactivas de oxigeno, lo cual no se
correlaciona con lo encontrado en este estudio, pero se encontré una amplia variedad de

estudios que demuestran efectos citotoxicos de quercetina sobre células tumorales. Por
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ejemplo, Raja SB y col. (60), describieron como la quercetina induce apoptosis en células
de céncer de colon mediante la generacién de ROS dependiente de ciclooxigenasa-2 (COX-
2). En otro estudio, Mutlu Altundag E y col. (61), observaron que quercetina y curcumina
inducian apoptosis en celulas de leucemia mieloide crénica, mediante el incremento de
ROS, disminucion de los niveles de GSH y pérdida del potencial de membrana
mitocondrial, lo cual se asocia al estudio realizado por Ruiquing Chen y col. (54). En
contraposicion con el presente estudio, Carrasco-Pozo C y col. (62), demostraron el efecto
protector de quercetina en células MING frente a tratamiento con colesterol mediante la

inhibicidn de la caspasa-3 y caspasa-9 ademas de la liberacion de citocromo c.

En la figura 10 se observa la viabilidad de células MING con tratamiento de t-BHQ y
palmitato, se observa un leve aumento de viabilidad del grupo tratado con t-BHQ 25 uM y
palmitato en comparacién con el grupo tratado solo con palmitato, de 40,86% a 42,45%,
aunque si se compara con el grupo control sin palmitato, sigue siendo un aumento que no
demuestra efecto protector. El grupo de t-BHQ 50 uM con palmitato aument6 su viabilidad
a un 45,48% indicando mayor viabilidad comparado con el grupo de t-BHQ 25 uM, pero
no logra acercarse al 100%. Estos resultados sugieren que la via del Nrf2 no parece ser
efectiva por si sola para proteger a la célula MING del dafio citotdéxico por palmitato. Ya
que esta via solo aumenta la expresion de enzimas encargadas de disminuir radicales libres
pero el dafio producido por palmitato no solo se debe a estrés oxidativo. Los efectos
citotoxicos del palmitato podrian deberse en mayor medida, dado nuestros resultados, a
otros procesos, en particular, el estrés de reticulo endoplasmico que podria ser mas
gravitante. El estrés de reticulo endoplasmico genera una acumulacion de proteinas mal
plegadas, esto provoca una cascada de sefializacién que desemboca en apoptosis celular. De
acuerdo con Yin J y col. (63), adipocitos tratados con palmitato presentaron un elevado
estrés de reticulo endoplasmico evidenciado por aumento en marcadores de estrés de
reticulo endoplasmico como ATF4 y CHOP y esto posteriormente generd activacion de
autofagia. En otro estudio Hu M y col. (64), demostraron que el palmitato genera
sobreexpresion de CHOP en células beta pancreaticas INS-1, lo cual indica que existen
estudios que demuestran la generacion de estrés de reticulo endoplasmico en células beta
pancreaticas inducido por palmitato, siendo otro factor citotoxico que presenta este acido

graso saturado.
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En las figuras 11 y 12 se observa como afecta el acido oleico en lugar de palmitato a las
células MING, se puede observar una menor disminucion de la viabilidad celular, lo cual
indica la diferencia entre los distintos tipos de lipidos en las células pancreéaticas. Nemecz
My col. (65), realizaron un estudio comparando los diferentes efectos de acido palmitico y
acido oleico en la funcién de células beta pancreaticas y encontrd que células beta tratadas
con &cido oleico aumentaron la secrecion de insulina y acumulacion de lipidos neutrales,
mientras que el acido palmitico no estimulaba la secrecion de insulina, y ademas present6
multiples efectos negativos tales como generacion de ROS, estrés de reticulo
endoplasmatico generado por la sobre regulacion de la proteina chaperona BiP y respuesta
a proteinas mal plegadas (UPR por sus siglas en inglés), inflamacion y apoptosis por
expresion del factor de transcripcion CHOP, mencionado anteriormente como responsable

de la apoptosis en el estrés de reticulo endoplasmatico.

Por ultimo, cabe sefialar las limitantes de este estudio que fueron la utilizacion de una
sola linea celular beta pancreéaticas la cual fue MIN6 de origen murino, ademas de que
todos los experimentos se realizaron en un sistema in vitro y artificial, lo cual puede tener
variaciones en comparacion con experimentos in vivo. Pero los datos obtenidos son
importantes ya que se demostré que el dafio citotdéxico generado por el palmitato en células
beta MING6 no puede ser combatido solo por activacion de la via Nrf2, y ademas que la
quercetina genera una activacion de Nrf2 hasta aproximadamente 80 veces menor que la t-

BHQ en la linea celular anteriormente nombrada.
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8. CONCLUSIONES

En este estudio se concluye que con el sistema in vitro, la quercetina disminuye la
viabilidad de células MIN6 en un 10% aproximadamente a una concentracion mayor o
igual a 100 uM vy la t-BHQ disminuye el mismo porcentaje a una concentracion mayor o

igual a 50 uM.

La t-BHQ generd un aumento significativo de la expresion de ARNm de elementos de
respuesta antioxidante en células MING, lo que comprueba su funcion activadora de la via
Nrf2 en esta linea celular. Por otro lado, la quercetina no generd un aumento significativo
de la expresion de ARNm de los elementos de respuesta antioxidante en células MING en
comparacion con la t-BHQ, por lo que se infiere que este compuesto no activa
significativamente la via Nrf2 en células MING6 en contraste con estudios en otras células.

El tratamiento de células MIN6 con palmitato genera una disminucién mayor de la
viabilidad celular en comparacion con el tratamiento con &cido oleico. Y el tratamiento en
conjunto con quercetina o t-BHQ no recupera la viabilidad de células MING6 tratadas con
palmitato, por lo tanto, se concluye que la activacion de la via Nrf2 no produce un efecto
protector en células MING6 bajo efecto citotdxico inducido por palmitato, y se postula que
esto se debe a otros efectos citotoxicos de este acido graso saturado a parte del estrés

oxidativo, como el estrés de reticulo endoplasmatico.
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