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3. RESUMEN

La diabetes es una de las enfermedades de mayor impacto a nivel mundial, por su alta
prevalencia y la gravedad de sus consecuencias. El tipo mas comun es la diabetes mellitus
tipo 2 (DM2), cuyo factor de riesgo mas importante es la obesidad. Los dos componentes
centrales de la diabetes mellitus tipo 2 son la resistencia a la insulina y la falla beta
pancreatica. Los tratamientos actuales tienden a centrarse en controlar la insulinoresistencia
y la hiperglicemia méas que en proteger o rescatar la funcion beta pancreética. Por ello, es
importante evaluar nuevas metodologias que apunten a disminuir el dafio y favorecer la
funcidn beta en condiciones diabetogénicas. Ello podria complementar y potenciar el efecto

de las terapias actuales.

Nrf2 es un factor de transcripcidn que permite la expresion de proteinas involucradas en
vias de proteccion contra el estrés oxidativo. Existen diversas moléculas en estudio, tanto de
origen natural como sintético, que son capaces de activar la via de Nrf2. En este trabajo se
revisa la literatura existente acerca de los distintos mecanismos de dafio de la célula beta
pancreatica en el contexto de DM2, y los posibles efectos terapéuticos que podria tener Nrf2
para minimizar este dafio. Los resultados indicarian que la activacion de Nrf2 tiene potencial

como posible complemento a los tratamientos actuales para la DM2.

Palabras clave: diabetes, células beta pancreatica, secrecion insulinica, Nrf2,

lipotoxicidad, potencial terapéutico.



4. INTRODUCCION

La diabetes es una enfermedad crénica caracterizada por elevados niveles de glucosa en
sangre. La mas comun es la tipo 2, que se caracteriza por resistencia de los tejidos periféricos
ala hormona insulina y falla celular beta pancreética. A largo plazo, la diabetes puede causar
serios dafios al corazon, rifiones, vasos sanguineos, nervios y retina. Si bien es una
enfermedad poligénica, con un fuerte componente familiar, se acepta hoy que los principales
factores de riesgo son el sobrepeso y la obesidad derivados de una dieta hipercalérica y
sedentarismo para la gran mayoria de los casos.

Esta enfermedad es una de las principales causas de morbimortalidad en el mundo. En
2012, el nimero total de muertes que causé se calcularon en 3,7 millones, de las cuales 1,5
millones se debieron directamente a hiperglicemia, mientras que 2,2 millones se debieron a
enfermedades relacionadas. En 2014, 422 millones de personas sufrian de esta enfermedad.
La prevalencia ha aumentado rapidamente en las Gltimas tres décadas, especialmente en

paises de ingreso bajo a medio (1).

Ademas, la diabetes tiene un importante costo en la economia global. Se ha estimado que
su costo anual directo es de unos 827 mil millones de dolares. Esto solo toma en cuenta los
costos por tratamiento médico y deja de lado aquellos asociados a pérdida de productividad

y mortalidad prematura (1).

Los tratamientos actuales involucran cambios en el estilo de vida, principalmente en
alimentacion y actividad fisica, y medicacion. Entre los medicamentos utilizados esta la
metformina como el principal sensibilizador a la insulina, la insulina exdgena y otros

farmacos hipoglicemiantes. Exceptuando a las sulfanilureas y glinidas (secretagogos de



insulina), las estrategias usuales no suelen enfocarse en proteger la funcionalidad de las

celulas beta pancredticas del dafio inducido por el ambiente pro-diabetogénico.

Nrf2 es un factor de transcripcion que estimula la sintesis de proteinas que protegen contra
el estrés oxidativo. Es muy importante en la respuesta antioxidante celular en tejido hepatico,
pero ha sido menos explorado en la célula beta pancreéatica. Este trabajo pretende recopilar
la informacion existente sobre el posible rol terapéutico de Nrf2 en células beta. Se espera
que con este conocimiento eventualmente se puedan desarrollar nuevas terapias a utilizar en

pacientes diabéticos.



5. OBJETIVOS

Objetivo General

Estudiar el rol de Nrf2 en la proteccion al dafio celular beta pancreético y su potencial

como target terapéutico.

Objetivos Especificos

1. Identificar los mecanismos de dafio oxidativo en la célula beta.
2. Describir la via de Nrf2 y su rol en la respuesta celular al estrés oxidativo.

3. Analizar el rol y el potencial como target terapéutico de la via de Nrf2 en la respuesta

al dafo oxidativo en la célula beta.



6. METODOLOGIA

Se realizd una revision bibliografica relacionada con la informacion disponible acerca de
los mecanismos de dafio de la célula beta pancreatica en DM2, la via de Nrf2 y el potencial
terapéutico de Nrf2 en el contexto de DM2. Para esta busqueda, se consulto en revistas
indexadas con comité editorial y revision de pares, de tal forma de asegurar que estos
articulos han cumplido con criterios de calidad, los cuales les han permitido ingresar a bases
de datos internacionales y/o nacionales. Los conceptos buscados fueron asociaciones entre
los siguientes términos: Nrf2, beta cell, diabetes, therapeutic, Keapl, ARE, oxidative stress,
antioxidant, autophagy, ultrastructure, reticulum stress, mitochondrial stress, beta cell
function, insulin secretion, lipotoxicity y glucotoxicity. Las bases de datos consultadas
fueron: PubMed, Scopus y Web of Sciencie, con el propdsito de revisar trabajos publicados

relacionados con el tema investigado, de preferencia durante los Gltimos 5 afios.



7. MARCO TEORICO

7.1 Diabetes

El término diabetes se refiere a un grupo de desordenes metabolicos caracterizados por la
presentacion de hiperglicemia causada por defectos en la accion o secrecion de insulina (2).
Actualmente, la diabetes se clasifica en diabetes mellitus tipo 1, diabetes mellitus tipo 2
(DM2), diabetes gestacional y otros tipos especificos de diabetes debidos a otras causas. En
este ultimo grupo se encuentran las diabetes monogénicas (por ejemplo, la tipo MODY) y

las causada por pancreatitis, fibrosis quistica o consumo de glucocorticoides (3).

La diabetes mellitus tipo 1 afecta principalmente a nifios y es causada por la destruccion
autoinmune de las células beta pancreaticas. Comprende entre el 5y el 10% de los casos de
diabetes mellitus. Por su parte, la DM2 se da mas comunmente en adultos y esta relacionada
con resistencia a la insulina por parte de tejidos periféricos al pancreas (musculo esquelético,
tejido adiposo e higado). Es mucho mas comdn que la tipo 1, representando entre el 90 y el

95% de los casos de diabetes (3). En este trabajo el foco principal esta en la DM2.

La diabetes puede traer graves complicaciones a largo plazo. La hiperglicemia crénica
conlleva dafio micro y macrovascular, lo que a su vez puede provocar retinopatia, nefropatia,
neuropatia, enfermedad coronaria, enfermedades cerebrovasculares y enfermedades

vasculares periféricas (4).

Las estrategias de tratamiento actuales para la DM2 se basan principalmente en
modificaciones del estilo de vida y medicacion hipoglicemiante. Entre los medicamentos
utilizados estan la metformina, que reduce la gluconeogénesis en el higado; las sulfonilureas,

gue aumentan la secrecién de insulina; y las tiazolidinedionas, que aumentan la sensibilidad



periférica a insulina (5). Las estrategias de tratamiento no suelen poner énfasis en la
proteccion directa de las células beta pancreéticas contra la los efectos toxicos de altos niveles
de glucosa y &cidos grasos, denominado glucolipotoxicidad.

7.2 Fisiologia de la célula beta pancreatica

El 6rgano central en la fisiopatologia de la diabetes es el pancreas. Este tiene funciones
tanto endocrinas como exocrinas. El pancreas exocrino comprende el 98% de todo el 6rgano
y tiene por funcion producir las enzimas pancreaticas, que ayudan en el proceso de la
digestion. La parte endocrina comprende el 2% de su masa y esté dispuesta en estructuras
Ilamadas islotes de Langerhans, los cuales contienen cinco tipos celulares distintos: células
alfa, beta, delta, épsilon y Upsilon, encargadas de secretar glucagon, insulina, somatostatina,
grelina y polipéptido pancreético, respectivamente (6).

La insulina actta en el estado posprandial. Entre sus funciones estan: facilitar el influjo
de glucosa en el musculo esquelético y el tejido adiposo, estimular la sintesis de proteinas y
de glucdgeno en el higado, inducir la sintesis de lipidos y su almacenamiento en tejido
adiposo, inhibir la betaoxidacion de &cidos grasos, y finalmente, reducir la glucogenolisis y
gluconeogeénesis hepaticas. Durante el ayuno, la insulina se encuentra baja, mientras que
aumenta la concentracion de otras hormonas, principalmente glucagon, que tienen funciones

opuestas (7).

La produccion de insulina puede ser regulada tanto a nivel de sintesis como de secrecion.
Se trata de una hormona peptidica codificada por el gen INS. La transcripcion de este gen
esta controlada por varios factores de transcripcion, entre los que se encuentran PDX-1 y
MafA (8). Este gen codifica para preproinsulina, la que contiene un péptido-sefial para
translocacion al reticulo endoplasmico (RE). En el RE se corta el péptido sefial, dejandola en

su forma de proinsulina, la que llega al aparato de Golgi y es encapsulada en granulos de



secrecion inmaduros, donde es escindida a su forma madura y de esta manera esta lista para
ser liberada (9).

En cuanto a la regulacion a nivel de secrecion, existe un modelo consenso de la secrecion
de insulina estimulada por glucosa, que propone lo siguiente: primero: la glucosa entra a la
célula mediante los transportadores GLUT1 y GLUT3 (GLUT2 en células murinas) (10);
segundo: la glucosa es metabolizada, lo que aumenta la concentracién de ATP intracelular;
tercero: el aumento de la razon ATP/ADP citosolica produce el cierre de canales de potasio
dependientes de ATP (KaTp); cuarto: se produce una despolarizacion de la membrana, lo que
abre canales de calcio dependientes de voltaje; y quinto: el aumento del calcio intracelular
induce a la secrecion de insulina desde los granulos de secrecion (11, 12). Este mecanismo

se encuentra esquematizado en la Figura 1.

Sin embargo, se debe tener en cuenta que este modelo esta altamente simplificado e
incompleto. La secrecion insulinica in vivo es bifasica (13) e involucra varias vias de
sefializacion ademas de la consenso (14, 15). Existe evidencia de que la glucosa puede ejercer
efectos sobre la secrecion de insulina por mecanismos independientes del Katp, del potencial
de membrana o del influjo de calcio (16). Ademas, las células beta pancreaticas no solo
pueden ser estimuladas por glucosa, sino también por otros nutrientes, como acidos grasos
libres 0 aminoacidos, por hormonas o incluso por neurotransmisores (17). Los acidos grasos
libres no son capaces de estimular por si solos la liberacion de insulina, pero son necesarios

para que su secrecion inducida por glucosa ocurra normalmente (18).
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Figura 1. Modelo consenso de secrecidn insulinica. (A) A niveles basales de glucosa, los
canales de potasio dependientes de ATP (canales Katp) se encuentran abiertos, manteniendo
la membrana celular en un estado de hiperpolarizacion, por lo que los canales de calcio
dependientes de voltaje se mantienen cerrados y se inhibe la secrecién de insulina. (B) A
niveles elevados de glucosa, aumenta la glicélisis y por tanto la produccion de ATP, lo que
resulta en el cierre de los canales Katp, se induce la despolarizacion de la membrana, la
entrada de calcio al citosol y la exocitosis la insulina. Tomada y adaptada de (Cantley, James
y Ashcroft, Frances M.). 2015. (12).



7.3 Fisiopatologia de la DM2

La fisiopatologia de la DM2 tiene dos componentes principales: la resistencia a la insulina
y la falla beta pancreatica. Existen factores de riesgo genéticos, pero también estd muy

relacionada al estilo de vida (19).

La obesidad destaca como un factor de riesgo importante, ya que puede producir
resistencia a la insulina en tejidos periféricos. Existen diversas hip6tesis sobre por qué ocurre
esto, pero algunos de los mecanismos que parecen estar involucrados son la produccién de
metabolitos toxicos debido al exceso de acidos grasos libres (20), la reduccion de la expresion
del receptor de insulina o alteraciones en las vias que este activa (21), y la secrecion de

citoquinas pro-inflamatorias (22).

En algunos pacientes con insulinorresistencia, eventualmente los islotes pancreaticos
pierden la capacidad de secretar insulina suficiente para mantener los niveles de glicemia en
rangos normales. En este punto se acepta generalmente que es cuando empieza la diabetes
como tal (23). A dia de hoy aun es discutido si lo primero en aparecer es la falla beta
pancreatica o la hiperglicemia, y cual es la relacion causal entre ambos. Es probable que esto
dependa de multiples factores y que no en todos los individuos se dé de la misma forma. En
cualquier caso lo que se genera es un circulo vicioso en el que la hipoinsulinemia producida
por la falla beta pancreética hace que disminuya la captacién de glucosa por el tejido adiposo
y el musculo esquelético, lo que genera hiperglicemia, que a su vez dafia las células beta y

multiples otros tejidos (24).

La falla beta pancreatica de por si también parece ser multifactorial, y tiene dos
componentes: disminucion en el nimero de células beta en los islotes pancreaticos y gradual
pérdida de la funcionalidad de las células beta ain activas (23). Entre los mecanismos que

parecen estar involucrados en estos procesos estan el estrés inflamatorio, estrés de reticulo,
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estrés metabdlico y oxidativo (glucotoxicidad, lipotoxicidad y glucolipotoxicidad), estrés

amiloide y pérdida de la integridad de los islotes pancreaticos (24).

7.3.1 Pérdida de masa celular beta pancreatica en DM2

Los pacientes con DM2 sufren una reduccion en la masa de células beta en sus islotes
pancreaticos que puede ir desde el 24 al 65%, siendo mayor la pérdida a medida que progresa
la enfermedad (25). Por mucho tiempo se pensé que esta disminucion se debia a un aumento
en la tasa de apoptosis de las células beta, pero un creciente nimero de estudios indican que
el escenario es mas complejo, donde juegan un rol tanto la apoptosis como la des-
diferenciancion o trans-diferenciacion celular. Esto tendria la implicacion de que la funcion

de las células beta pancreaticas podria recuperarse con los tratamientos adecuados (26).

A pesar de que fue dado por hecho durante muchos afios, el mecanismo de la apoptosis es
cada vez mas discutido como la razén principal de la disminucién de la masa celular beta
pancreética en diabetes, aunque aln se cree que puede ser responsable de al menos una parte
de la pérdida de células betas. La apoptosis de células beta se ha relacionado especialmente

a lipotoxicidad por aumento de acidos grasos libres (27).

La posible des-diferenciacion o trans-diferenciacion de las células beta se ha estudiado
principalmente mediante la deteccion de marcadores particulares a cada tipo celular. Por
ejemplo: FoxO1, Pdx1, MafA, Pax6 y Nkx6.1 para las células beta pancreéaticas; MafB y
Arx1 para células alfa; y Ngn3, Oct4, Nanog, y L-myc para células endocrinas progenitoras
(23). Se ha observado, principalmente en modelos animales, que las células beta expuestas a
hiperglicemia expresan marcadores correspondientes a células progenitoras endocrinas (28).
Algunas también pueden expresar glucagén ademas de insulina, o solo glucagon, tanto en
humanos (29, 30) como en modelos animales (28). Sin embargo, en general estas células

también mantienen algunos marcadores especificos de células beta, como el GLUT2 (en

11



células de ratdn), por lo que no esta bien definido como clasificarlas. Tampoco esta bien
estudiado a qué clase de célula corresponde su funcionamiento, es decir, si secretan el
contenido de sus granulos a una glicemia alta, como las células beta, o baja, como las células
alfa (23).

7.3.2 Peérdida de funcionalidad de las células beta pancreaticas en DM2

Es poco probable que la falla beta pancreética se deba solo a una disminucion del nimero
de células beta. Existen pistas que indicarian que tienen que haber otros factores
involucrados, por ejemplo: la disrupcidn del patrén normal de liberacion bifasica de insulina,
con pérdida de la primera fase, lo que indicaria un problema de funcionalidad; el hecho de
que pacientes hemipancreatectomizados, no obesos o insulinorresistentes, mantienen niveles
de glicemia normales a pesar de perder la misma proporcion de células beta que los
diabéticos; y la rapida recuperacion que se observa en la funcion celular cuando se logra
volver a euglicemia, que no podria ser atribuible a proliferacion celular por la velocidad con
la que ocurre (25). Existe mucha interaccion entre los procesos de pérdida de masa celular y
pérdida de funcion, y probablemente en muchos casos tengan una etiologia comun.

En diabetes, las células beta se ven alteradas en su contenido de insulina, expresion génica,
metabolismo oxidativo, ultraestructura, mecanismo de autofagia, funcion mitocondrial y

funcién del reticulo endoplasmatico.

Las células beta expuestas a hiperglicemia muestran un contenido reducido de insulina
(28). Esto podria deberse a una disminucién de la expresién del gen de la insulina o a la
degradacion interna de los granulos. Es probable que en algunos de los estudios en los que
se habla de la pérdida de masa celular beta pancreatica se haya subestimado la cantidad real
de células beta, debido a que la deteccion de insulina se suele usar como una manera de
identificarlas (23).

12



En cuanto a la expresion génica, en un experimento en cultivos de islotes de ratones
BV59M se vio que la exposicion a hiperglicemia aumentd la transcripcion de mas de 780
genes, mientras que disminuyo la transcripcién de otros 300. El patron general observado
implicaria un aumento en la gluconeogénesis y una disminucion de la fosforilacion oxidativa
y de la actividad del ciclo de Krebs. Relacionado a lo anterior, también se observo una
reduccion en los niveles celulares de ATP y NAD(P)H, posiblemente como un intento de
protegerse del estrés oxidativo, pero también tendria la implicancia de que se pierde la

respuesta ante el estimulo por glucosa (31).

Otro de los genes que ve disminuida su expresion es el gen G6pc2, que codifica la proteina
encargada de la desfosforilacion de glucosa-6-fosfato a glucosa. Esto implicaria que se
acumula glucosa-6-fosfato en el citoplasma, la que probablemente pasaria a formar
glucogeno. En efecto, las células beta expuestas a hiperglicemia desarrollan depdsitos de
glucdgeno, en algunos casos tan excesivos que alteran la ultraestructura celular, tanto en
humanos como en cultivos de islotes de ratén. El almacenamiento de glucégeno no es una
funcién normal de las células beta pancreaticas, y los investigadores no encontraron depdsitos
similares en los islotes control. Es posible que la acumulacion de glucdgeno sea uno de los
factores que estimulan la apoptosis en las células beta (31).

La alteracién del mecanismo de autofagia en células beta se ha detectado por el aumento
de agregados de ubiquitina y p62, una proteina que marca a otras para su transporte a
autofagosomas. Estos agregados ademas se encontraron colocalizados con los cimulos de
glucdgeno. La autofagia es una de las maneras por las que el glucdgeno es metabolizado, por

lo que una falla en este mecanismo podria ser otra explicacion para su acumulacion (31).

En relacién a la disfuncion mitocondrial, este es un organelo que esta constantemente
expuesto a estrés oxidativo debido a que es alli donde ocurre la fosforilacion oxidativa, un
paso esencial para la secrecion insulinica. El estrés oxidativo puede provocar dafio en el

genoma, lipidos de membrana o proteinas de la membrana interna de la mitocondria. La

13



disfuncion mitocondrial también se ha propuesto como un gatillante de des-diferenciacion
celular (32).

Otro efecto de la diabetes en la funcionalidad de las células beta es la induccion de estrés
de reticulo, lo que quiere decir que este acumula proteinas no procesadas o mal dobladas,
posiblemente por efecto de la glucolipotoxicidad o del aumento en la demanda de produccion
de insulina. En células beta esto se ha medido por el aumento en la expresion de p58I1PK,
CHOP, ATF3 y proteinas BiP, que son parte del sistema UPR (unfolded protein response),
el sistema de respuesta de la célula frente al estrés de reticulo (33). Otro estudio asocié una
UPR defectuosa a la disfuncién beta pancreética (34).

Cabe destacar que en la mayoria de estos experimentos los cambios que se observaron
fueron al menos parcialmente reversibles cuando las células se expusieron a un ambiente de
glicemia normal, sobre todo si la exposicion a hiperglicemia fue de corta duracion. Este fue
el caso con la acumulacion de glucégeno, los cambios en la expresion de genes metabolicos,
la disminucion del contenido de insulina y el estrés de reticulo. Sin embargo esto ha sido
dificil de replicar en pacientes humanos.

7.3.3 Rol del estrés oxidativo en el dafio a la célula beta pancreatica en DM2

El estrés oxidativo puede alterar acidos nucleicos, proteinas y lipidos, causando alteracién
en la actividad enzimatica, transporte de membrana, recepcion y transduccion de sefiales,
expresion génica, apoptosis, entre otros (35). Aunque es dificil decir hasta qué punto el estrés
oxidativo por si solo es responsable de la falla beta pancreética, se cree que probablemente

es uno de los factores mas influyentes.
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Las células beta pancreaticas son metabdlicamente muy activas pero a la vez expresan
pobremente genes de enzimas antioxidantes, lo que las vuelve altamente susceptible al estrés
oxidativo. En estas células casi el 100% de la glucosa es llevada a oxidacion mediante el
ciclo de Krebs, cosa que no ocurre en otros tejidos donde se tiene, por ejemplo, mayor
actividad de la lactato deshidrogenasa (LDH) (35). De hecho, la resistencia a la insulina ha
sido propuesta como un posible mecanismo protector de los tejidos sensibles a la insulina,
como el masculo esquelético, contra la glucolipotoxicidad inducida por el exceso de glucosa
y lipidos desde la dieta (36). Por su rol como “sensor” de glucosa, la célula beta no puede
utilizar este mecanismo, sino por el contrario: responde ante este aumentando la produccion
y secrecion de insulina. Esta condicidn en un principio compensa la mayor exigencia, pero

con el tiempo agota y dafia a la célula beta.

Ademaés del rol que podria tener la glucotoxicidad, los acidos grasos libres también han
sido relacionados con la generacion de estrés oxidativo en las células beta. La hiperlipidemia
también es una de las caracteristicas de la DM2, y provoca estrés oxidativo, estrés de RE,
disfuncion mitocondrial, aumento en la apoptosis y autofagia no solo de las células beta, sino
también otros tipos celulares (38-40). Los diversos tipos de acidos grasos pueden tener
efectos distintos sobre las células, debido a sus propiedades particulares. Por ejemplo, las
dietas altas en palmitato conllevan un mayor riesgo de desarrollar DM2 comparadas con
dietas ricas en oleato (37). Se cree que las diferencias en los efectos de estos dos acidos grasos
estan dadas por las distintas vias metabdlicas que activan. El palmitato estimula la produccién
de las citoquinas pro-inflamatorias IL-6 e IL-8, se incorpora pobremente a triglicéridos y no
estimula la secrecion insulinica. El oleato, por el contrario, estimula la formacion de
triglicéridos e induce a la secreciéon de insulina (38). Se piensa que la formacion de
triglicéridos es un mecanismo de defensa de las células contra la lipotoxicidad, ya que son

menos reactivos que los acidos grasos libres (39).
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7.4 Nrf2

El Nrf2 (nuclear factor erythroid-derived 2-like 2) es un factor de transcripcion que ha
Ilamado la atencion por tener un rol en la resistencia celular al estrés oxidativo. Regula
aproximadamente 250 genes involucrados en diversas funciones celulares, incluyendo tanto
genes de respuesta al estrés como genes del metabolismo intermediario (40). Entre los
mecanismos de accion que se han descubierto de este factor de transcripcion estan: induccion
de la expresion de enzimas detoxificadoras como la catalasa y la superdxido dismutasa,
aumento de los niveles de glutation reducido y NADPH + H*, reduccion de la produccién de
superoxido mitocondrial e induccion de la expresién de enzimas de la via de las pentosas
fosfato (2). Debido a que es un factor de transcripcion en lugar de un antioxidante en si
mismo, el Nrf2 es capaz de desencadenar una respuesta celular amplificada, lo que lo vuelve
de especial interés en la busqueda de tratamientos para enfermedades relacionadas al estrés

oxidativo.

Estructuralmente, Nrf2 es una proteina de 605 aminoécidos con 7 dominios funcionales
conocidos, los cuales han sido nombrados Nehl a Neh7 (Neh es acronimo para Nrf2-ECH
homology domains). EI dominio Neh1 contiene el motivo bZIP (Basic Leucine Zipper) que
se une a las secuencias ARE (Antioxidant Response Element), regiones reguladoras dentro
de los promotores génicos de algunas proteinas citoprotectoras y detoxificantes. EI dominio
Neh2 contiene dos motivos que se unen a Keapl, ETGE de unién fuerte y DLG de union
débil (41). Entre estos dos motivos se encuentran siete residuos lisina susceptibles a
ubiquitinacion. Los dominios Neh3, Neh6 y Neh7 se unen a la helicasa CHD6, a B-TrCP y a
RXR, respectivamente. Los dominios Neh4 y Neh5 median transactivacion o transrepresion

por coactivadores o correpresores (42).
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7.4.1 Regulacion de Nrf2 por Keapl

El mecanismo mas conocido de regulacion de Nrf2 es por su inhibidor Keapl (Kelch-like
ECH-associated protein 1). En condiciones normales, Keapl se encuentra asociado en forma
de homodimero al dominio Neh2 (41), y sirve como un puente entre Nrf2 y la ligasa de
ubiquitina Cul-3, que provoca la ubiquitinacion de las lisinas del dominio Neh2 y la

subsecuente degradacion proteosomal de Nrf2 (43).

Keapl es una proteina con un alto contenido en residuos cisteina, lo que la vuelve un
excelente sensor del estrés oxidativo. En humanos posee 27 residuos cisteina, de los cuales
todos o la mayoria parecen estar disponibles para interactuar con moléculas electrofilicas
(44). En condiciones de estrées oxidativo, las modificaciones a los residuos cisteina de Keapl
alteran el complejo Nrf2-Keapl pero no lo disocian directamente; solo se rompe la
interaccion débil de Keapl con el motivo DLG del dominio Neh2 de Nrf2, pero no la
interaccidn con el motivo ETGE. Este cambio conformacional es suficiente para detener la

ubiquitinacion y degradacion de Nrf2 (43).

Al ser rescatado de la degradacion, Nrf2 se acumula en el nucleo celular donde se
heterodimeriza con proteinas Maf pequefas (sMaf). Este heterodimero tiene la capacidad de
unirse al ADN, con lo que Nrf2 puede interactuar con las secuencias ARE para inducir la

expresion de sus genes target (43). Esta via se encuentra esquematizada en la Figura 2.
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Figura 2. Mecanismo molecular del sistema Nrf2-Keapl. En condiciones normales, Nrf2

es capturado por Keapl, ubiquitinado y posteriormente degradado. En condiciones de estrés

oxidativo, moléculas electrofilas producen cambios conformacionales en Keapl, lo que hace

que este libere a Nrf2, que luego puede translocarse al ndcleo e inducir la expresion de sus

genes target. Tomado y adaptado de (Nezu, Masahiro; Suzuki, Norio; y Yamamoto,

Masayuki). 2017. (45).
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7.4.2 Otras vias de regulacion de Nrf2

Ademas de la via clasica, se han descubierto varios mecanismos adicionales de regulacion
de Nrf2. Estos pueden actuar a nivel postraduccional, traduccional, transcripcional o

epigenético.

Uno de los mecanismos postraduccionales es la fosforilacion. Entre las enzimas que se ha
identificado que pueden fosforilar a Nrf2 estan: PKC (protein kinase C) en el residuo Ser40;
AMPK (AMP-activated protein kinase) en el residuo Ser550; MAPKSs (mitogen-activated
protein kinases) en los residuos Ser215, 408 y 577; Cdk5 (cyclin dependent kinase 5) en los
residuos Thr395, Ser433 y Thr439; y GDK-3 (glycogen synthase kinase-3) en el dominio
Neh6 (2, 43). Sin embargo, la relacion real entre cada una de estas kinasas y Nrf2 aun no ha
sido descrita completamente, y algunos experimentos parecen contradecir la hipétesis de que
estas enzimas realmente tienen un efecto en Nrf2. Por ejemplo, se ha estudiado si mutaciones
en los residuos que supuestamente son fosforilados por MAPKSs producen alguna alteracion
en la actividad transcripcional de Nrf2, y los resultados han indicado que esta solo se afecta
minimamente, lo que implica que posiblemente el mecanismo de regulacion de Nrf2 por

MAPKSs no es por fosforilacion directa (46).

Otro mecanismo de regulacion postraduccional es la acetilacion. La enzima p300 acetila
a Nrf2 en varios residuos de lisina dentro del dominio Nehl, lo que aumenta la actividad de

Nrf2. Otra enzima, Sirt2, deacetila las lisinas 506 y 598 de Nrf2, teniendo el efecto contrario

(2).

También existen proteinas que regulan a Nrf2 interactuando con Keapl. Un ejemplo es
p62, que es capaz de secuestrar a Keapl, inhibiendo competitivamente su unién con Nrf2 y

ademas marcandolo para degradacion mediante autofagia. Cabe destacar que p62 también
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estad dentro de los genes target de Nrf2, por lo que su activacion genera un ciclo de feedback

positivo. Otras proteinas con funciones similares son p61 e IQGAP1 (2).

A nivel traduccional, el mRNA de Nrf2 contiene en la region 5’ una secuencia IRES,
necesaria para su internalizacion en el ribosoma, y un elemento inhibitorio en una posicion
upstream con respecto a IRES, que bloquea su entrada. El sulforafano y el peroxido de
hidrogeno aparentemente aumentan la entrada del mMRNA de Nrf2 en el ribosoma en un
mecanismo dependiente de IRES. La traduccién de NRf2 es probablemente escasa en

condiciones normales (47).

La modulacion a nivel transcripcional de Nrf2 esta menos estudiada que las otras formas
de regulacion. Al parecer la transcripcion de Nrf2 puede ser alterada a través de la via de
AhR, la via de Notch o de la unién de Myc y Jun al promotor de Nrf2 (2).

La modulacion a nivel epigenético se puede producir por metilacion de DNA,
modificacion de histonas y por microRNAs. En un experimento en tumores de prostata de
raton, se vio que la expresion de Nrf2 puede verse disminuida ante la hipermetilacion de
ciertas regiones de su promotor (48). Algunos nutrientes bioactivos han mostrado ser capaces
de revertir las modificaciones epigenéticas de Nrf2 para restaurar su expresion, entre los
cuales se encuentran la curcumina, los tocoferoles, el sulforafano y el DIM (43). Se han
identificado varios microRNAs que son capaces de controlar la transcripcion de Nrf2 o
Keap1l, entre los cuales estan miR144, miR34a, miR28 y miR200a (2).

7.4.3 Genes target de Nrf2

Los principales genes target conocidos de Nrf2 corresponden a enzimas antioxidantes,

entre las cuales estan: superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), hemooxigenasa-1
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(HMOX-1 0 HO-1), y-glutamilcisteina sintetasa (yGCS), peroxirredoxina (PRDX), glutation
reductasa (GR), tiorredoxina reductasa (TXNRD) 1 y sulfirredoxina (SRXN). Otros targets
estan involucrados en el metabolismo de drogas y la detoxificacion, como NAD(P)H quinona
deshidrogenasa 1 (NQO1), glutatién-S-transferasa (GST) y UDP-glucoronosil transferasa
(UGT) (2, 49).

Las funciones citoprotectoras no son el unico rol que cumple Nrf2 en la célula. También
se ha propuesto que estaria involucrado en procesos de transporte de proteinas,
ubiquitinacion, fosforilacion, ciclo celular, crecimiento y apoptosis. Por ejemplo, se le han
identificado targets en el metabolismo intermediario tales como la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, transcetolasa, enzima méalica, RXRa y PPARy-coactivador 1 B (PGC1-5)
(2). Cabe destacar que Nrf2 no siempre produce el aumento en la expresion de sus genes
target; también tiene rol de represor en algunos casos. Aparentemente es capaz de inhibir la
biosintesis de &cidos grasos, posiblemente al modular negativamente la transcripcion de
enzimas clave en la biosintesis de estos como la &cido graso sintasa, la acetil-CoA carboxilasa
o la ATP-citrato liasa, aunque no se ha comprobado que el mecanismo de inhibicion en este

caso sea directo (50).

7.5 Moduladores exdgenos de Nrf2

Muchos activadores de Nrf2 han sido estudiados. La mayoria en realidad operan
inhibiendo a la proteina Keapl en lugar de activar directamente Nrf2. Tienen en comun que
en general son compuestos electrofilicos capaces de reaccionar con grupos sulfhidrilos como
los de los residuos cisteina (43). Los residuos cisteinas de Keapl tienen distinta afinidad por
cada activador. Cys-151, cys-273 y cys-288 parecen ser las que mas cominmente reaccionan
con moduladores exdgenos. Otras cisteinas sensibles son cys-226, cys-434 y cys-613 (51).
Los activadores mas comunes y sus mecanismos de interaccion con el sistema Keapl/Nrf2

estan resumidos en la Tabla 1.
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Tabla 1. Activadores conocidos de Nrf2

Activador Estructura Clasificacion Fuente Mecanismo Ref
guimica de accion
CDDO-Me & Triterpenoide Sintético Posiblemente (52,
N l} N seuneaCl51  53)
=Y de Keapl
Sulforafano 0 _s Isotiocianato Especiesde  SeuneaC38, (54)
Ao
plantasde la  C151, C368y
familia C489 de
Brassicaceae Keapl
Curcumina ﬂﬁj&/uv ) Fenol Curcuma SeuneaC151 (55)
o wl longa L. de Keapl
Dimetil Hacfoj(\j\o/% Ester de acido Sintético SeuneaC151, (56)
fumarato o fumarico C257y C273
de Keapl
Mitoquinona Quinona Sintético Induce (57,
autofagia de 58)
Keapl por
mecanismo
dependiente de
Atg7
Oltipraz Ditioletiones Sintético SeuneaC273 (43,
y C288 de 59)
Keapl
CDDO-Im Triterpenoide Sintético SeuneaC151 (52)

de Keapl
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Tabla 1. Activadores conocidos de Nrf2 (continuacion)

Activador Estructura Clasificacion Fuente Mecanismo Ref
guimica de accion
dh404 ) J Triterpenoide Sintético SeuneaC151 (60)
e de Keapl
tBHQ o on Quinona Sintético SeuneaC151 (43)
de Keapl,
induce
ubiquitinacién
de Keapl
Genisteina ~ H° O © | Isoflavona Lupino, AumentalaS- (61)
J!! O iy habas, nitrosilacion
soya de Keaply
kudzu, café aumenta la
capacidad de
Nrf2 de unirse
al ADN
Silibinina . @%m Polifenol Silibum Indirecto, (62)
W~ " marianum  activa la via de
ERa
Honokiol HO, Polifenol Magnolia Se une a (63)
officinalis cisteinas de
/ \ Keapl
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De los activadores estudiados, el que ha tenido mas éxito desde el punto de vista
terapéutico es el dimetil fumarato (DMF), que ha sido aprobado por la FDA (Food and Drug
Administration) para el tratamiento de psoriasis y esclerosis maltiple remitente-recurrente.
En modelos en ratones de estas enfermedades, DMF demostré efectos antiinflamatorios y
disminuyo la poblacion de linfocitos T y B, lo que no se replico en ratones Nrf2”~, lo que
indicaria que efectivamente actla a través de la via de Nrf2 (51). Otro activador que obtuvo
un relativo éxito fue la metil bardoxilona (CDDO-Me), que llegd a ensayos clinicos de fase
Il para el tratamiento de enfermedad renal cronica, sin embargo no llego a la fase 111 debido
a aparentes efectos adversos sobre el sistema cardiovascular. En este caso los mecanismos
de accion incluyen la activacion de via de Nrf2 pero también la inhibicion de la via de NF-

kB, un factor de transcripcion de rol proinflamatorio (51, 65).

Algunos de los activadores de Nrf2 son de origen natural y otros sintéticos. Los de origen
natural han llamado la atencién debido al auge de la medicina naturista en el Gltimo tiempo,
siendo el méas importante el sulforafano (66). Los activadores de Nrf2 mas potentes conocidos

son el triterpenoide CDDO y sus derivados, que corresponden a compuestos sintéticos (43).

La modulacion negativa de Nrf2 estd menos estudiada, pero puede tener relevancia en
tratamientos contra el cancer. Un ejemplo de un inhibidor que se esta estudiando es el
brusatol, un quasinoide (grupo triterpenoide) que se espera ayude a tratar la resistencia a la
quimioterapia (67).

7.6 Nrf2 en diabetes mellitus tipo 2

El tratamiento antioxidante en diabetes se ha estudiado ampliamente. Los primeros
intentos involucraron antioxidantes propiamente tales, como las vitaminas C y E y el acido

a-lipoico, pero no se obtuvieron resultados satisfactorios (68). Por esto se empezaron a probar
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factores de transcripcion que pudieran generar una respuesta antioxidante generalizada,

siendo Nrf2 el mas importante de estos.

A nivel sistémico, Nrf2 puede contribuir a prevenir el comienzo de la diabetes mediante
la supresion de la ganancia de peso y la disminucion de la resistencia a la insulina. Nrf2 puede
regular el metabolismo de lipidos y glucosa, por lo que podria ayudar a tratar la obesidad en
pacientes con DM, mientras que otros antihiperglicémicos como las glibenclamidas la
aumentan (69). También se ha reportado que puede prevenir algunas de las complicaciones
de la enfermedad, como el dafio renal, la retinopatia y la cardiomiopatia. Ademas de sus
funciones como regulador de la respuesta antioxidante, hay evidencia de que protege de la
inflamacion, regula los sistemas de degradacion de proteinas y puede evitar la des-

diferenciacion celular (70).

Los niveles de Nrf2 parecen estar disminuidos en individuos diabéticos. Un estudio en
pacientes con DM2 provenientes de la India, encontrd que sus niveles de Nrf2 se encuentran
disminuidos en plasma y en células polimorfonucleares, al igual que los niveles de algunas
de las proteinas que regula, como SOD, HO-1, GPx (Glutation Peroxidasa) y CAT (71).
También se encontraron concentraciones mas bajas de lo normal en islotes pancreaticos de
ratas diabéticas (62). Sin embargo, Nrf2 esta aparentemente aumentado en modelos de DM2
en etapas méas tempranas, en las que todavia existe hiperinsulinemia. La explicacion no es
completamente clara, pero se cree que puede ser un mecanismo compensatorio o porque la

hiperinsulinemia directamente estimula la expresion de Nrf2 (2, 72).

7.7 Efectos de la activacion de Nrf2 en la celula beta pancreatica

La activacion de Nrf2 es capaz de alterar el balance redox de la célula beta pancreatica.
Una manera de medir el estrés oxidativo en células beta es utilizando como indicador el

compuesto DCFH-DA (2'-7'dichlorofluorescina diacetato), el cual en un ambiente oxidativo
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Ileva a la produccion del compuesto fluorescente diclorofluorosceina (DCF). Este método se
ha utilizado, por ejemplo, en células INS-1 cultivadas en un ambiente glucolipotoxico, donde
se vio que los niveles de ROS fueron significativamente menores en células tratadas con
honokiol (73) o silibinina (62). In vivo, se ha encontrado que la activacion de Nrf2 con
silibinina disminuye la expresion de 8-OHdG, un marcador de dafio oxidativo en el DNA, en
ratas diabéticas (62). Se llegado a resultados similares ex vivo en islotes aislados de ratén,
utilizando oltipraz como activador (74). Esta proteccion se asocia tanto al aumento de la

expresion de Nrf2 como de algunas de las proteinas que regula, como SOD (73) o HO-1 (62).

Otra forma de evaluar el estrés oxidativo en célula beta es midiendo la peroxidacion
lipidica, por ejemplo por ensayo TBARS. Esto se ha hecho en células MING, donde se vio
que la activacion de Nrf2 por sulforafano logrd prevenir el aumento en la peroxidacién de

lipidos producida por la exposicién a colesterol (75).

Cabe mencionar que también se ha visto un efecto protector de Nrf2 sobre el estrés
nitrosativo en célula beta, disminuyendo no solo los niveles de radical hidroxilo, sino también

de peroxinitrito (76).

7.7.1 Efectos de la activacion de Nrf2 sobre la masa celular beta pancreatica

En diversos experimentos se ha visto que Nrf2 ayuda a proteger a la masa celular beta
pancreética. Esto se ha comprobado in vitro en cultivos de celulas murinas MING (77) e INS-
1 (62, 73); ex vivo en islotes aislados de raton (74), de rata (72) o de donantes humanos (78);
e in vivo en ratas diabéticas (62, 79). En todos los casos se vio una disminucién de la
viabilidad celular al exponerlas al estimulo de estrés oxidativo, lo que se evitd cuando las
células fueron pretratadas con algun activador de Nrf2. Cabe tener en cuenta que en estos
experimentos se busco principalmente indicios de apoptosis, sin hacer distincion con la

posible des-diferenciacion y/o disfuncion de las células beta.
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En la mayoria de los casos se utiliza peroxido de hidrogeno (H202) para generar la
condicion de estrés oxidativo in vitro (72, 77, 78), lo que tiene la desventaja de que no
representa totalmente la condicién fisiopatoldgica oxidativa de un paciente con diabetes. Sin
embargo, en otros experimentos que utilizaron estresores mas cercanos a la realidad in vivo,
tales como niveles elevados de palmitato (acido graso saturado abundante en el organismo)
o0 glucosa (62, 73, 74), también se obtuvieron resultados positivos. Esto sugiere que la
activacion de Nrf2 en células beta las protegeria de estimulos citotoxicos pro-oxidativos mas

asociados a la realidad como las dietas hipercaloricas.

Los activadores de Nrf2 mas utilizados para estos estudios son los derivados del
triterpenoide sintético ya mencionado, el CDDO, tales como CDDO-Im (77) o dh404 (72,
78). Entre los activadores de origen natural que se han estudiado en célula beta estan la
silibinina (62), el honokiol (73) y la curcumina (79). Los resultados fueron positivos sin
importar el origen del activador. En la Tabla 2 se resumen los principales estudios en los que

se evidencia el rol de Nrf2 sobre la masa celular beta pancreatica.
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Tabla 2. Efectos de activacion de Nrf2 sobre la masa celular beta pancreatica

Activador  Estresor Modelo Resultados Ref
dh404 H202 Islotes pancreaticos  Proteccion de viabilidad celulary  (78)
de donantes aumento del porcentaje de células
humanos positivas para péptido-C
dh404 H202 Islotes aislados de Proteccion de viabilidad celulary  (72)
rata aumento del porcentaje de células
positivas para proinsulina e insulina
CDDO-Im H202 Células MING Proteccidn de viabilidad celular (77)
DMF H20: Células MING Proteccion de viabilidad celular (77)
tBHQ H202 Células MING Disminucion de expresion de (77)
marcadores apoptdticos: caspasa-3
cortada (C-Casp-3) y PARP
cortado(C-PARP)
Silibinina  Ninguno Ratas Sprague- Aumento de porcentaje de células  (62)
Dawley (SD) con positivas para insulina
DM2 inducida por
estreptozocina
Silibinina  Palmitato Células INS-1 Proteccion de viabilidad celular (62)
y glucosa
Oltipraz Glucosa Islotes de Disminucion de porcentaje de (74)
Langerhans de células beta apoptdticas
ratones C57BI/6N
Honokiol Glucosa Células INS-1 Proteccion de viabilidad celular, (73)
aumento de la proliferacion celular,
disminucion de porcentaje de
células apoptoticas
Curcumina Ninguno  Ratas Winstar con Proteccion frente a la apoptosis (79)
diabetes inducida tanto por via de reticulo

por estreptozocina endoplasmico como mitocondrial
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7.7.2 Efectos de la activacion de Nrf2 sobre la funcionalidad celular beta pancreética

Son menos los estudios que se han centrado en ver el rol de Nrf2 concretamente sobre la
funcionalidad celular beta pancreética, es decir, que hayan medido el efecto de la activacion
de Nrf2 sobre la capacidad de secrecion insulinica de la célula beta ante un estimulo por

glucosa.

Los estudios han mostrado que Nrf2 tiene un efecto protector sobre la funcionalidad
celular beta. Los mecanismos parecen ser principalmente la proteccion de la funcion
mitocondrial (74, 75) y de la autofagia (72). Los resultados vienen principalmente de estudios
en islotes de roedores (72, 74) o in vitro en lineas celulares provenientes de roedores, como

la linea MING (75). Estos estudios estan resumidos en la Tabla 3.

El proceso de autofagia consiste en la formacién de autofagosomas que degradan
contenido y estructuras celulares frente a un estimulo. Esto puede ser parte de un proceso
fisiologico normal asi como también una respuesta patoldgica al estrés celular, como por
ejemplo frente a dafio por estrés oxidativo. El efecto de Nrf2 sobre la autofagia se ha
estudiado en células beta de ratas, donde la induccion de estrés oxidativo con H202 provoco
la acumulacion de proteinas ubiquitinadas y de LC3 (microtubule-associated protein 1 light
chain 3), un marcador del autofagosoma. Cuando las células fueron tratadas con dh404 previo
a la generacién de estrés oxidativo, se suprimié la acumulacion tanto de proteinas
ubiquitinadas como de LC3 (72).

En la mitocondria, lo que se ha encontrado es que la activacion de Nrf2 aumenta la tasa
de consumo de oxigeno y la produccién de ATP y NAD(P)H ante un estimulo por glucosa,
en células MING (75) o en islotes de raton (74). Ademas se encontro que Nrf2 puede modular
la expresion de algunos genes reguladores de la funcion mitocondrial, tales como Sirtl o Pgc-

la, pudiendo aumentar su expresion en alrededor de un 40% (75). En otras palabras, esto
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sugiere que la activacion de Nrf2 protege la reactividad de la mitocondria a los niveles

elevados de glucosa.

Tabla 3. Efectos de activacion de Nrf2 sobre la funcionalidad celular beta pancreatica

Activador Estresor Modelo Resultados Ref
dh404 H202 Islotes aislados  Mantencion de la funcionalidad  (72)
de rata celular mediante proteccion
frente a la autofagia inducida por
estrés oxidativo
Sulforafano Colesterol Células MIN6  Mantencidn de la funcionalidad  (75)
celular mediante la proteccion de
la funcién mitocondrial
Oltipraz Palmitato y Islotes de Mantencion de la funcionalidad  (74)
glucosa ratones celular mediante la proteccion de
C57BI/6N la funcién mitocondrial
adultos
DMF Palmitato y Islotes de Mantencién de la funcionalidad  (74)
glucosa ratones celular mediante la proteccion de
C57BI/6N la funcién mitocondrial
adultos

7.8 Efectos adversos de la activacion de Nrf2

A pesar de todo lo anteriormente expuesto, el paradigma actual sobre las especies

oxidativas establece que estas también cumplen un rol trasductor de sefiales intracelulares en

las células, incluida la célula beta, siendo la produccion de radicales libres mitocondriales

una parte importante del proceso de secrecion insulinica (35). Se ha planteado la posibilidad

de que el tratamiento antioxidante, incluida la activacion de Nrf2, ademas de proteger a la

célula beta del estrés oxidativo, también le quite capacidad de respuesta al estimulo por
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glucosa (80). La activacion de Nrf2 en células en condiciones no estresadas no muestra
efectos beneficiosos sobre la secrecidn insulinica, por el contrario, ha mostrado afectar
negativamente el funcionamiento de las células en ensayos de secrecion de insulina

estimulada por glucosa in vitro o GSIS (74).

Mas alla de la célula beta, Nrf2 se encuentra usualmente aumentado en células tumorales.
Se han reportado mutaciones somaticas de KEAP1 o NFE2L2 (gen de Nrf2) que producen
activacion constitutiva de Nrf2 en cancer de pulmén, mama, vesicula biliar, rifion, vejiga,
esofago y piel (40). El rol de NFE2L2 en la fisiopatologia del cancer parece ser tanto de
supresor tumoral como de oncogén. Su proteina, Nrf2, protege a las células normales de la
carcinogenesis al remover radicales libres y otras moléculas que pudieran dafiar el ADN. En
células cancerosas, Nrf2 activa genes metabdlicos que estimulan la proliferacion celular y
dota a las células de resistencia a agentes quimioterapéuticos (81). Esto es algo a tomar en
cuenta como una posible fuente de complicaciones en cualquier tratamiento antioxidante que
se quisiera utilizar para la diabetes o cualquier otra enfermedad donde la actividad de Nrf2

sea considerada un target terapéutico.

7.9 Modulacién de Nrf2 a nivel genético

Por ultimo, se buscaron estudios en los que la activacion o inhibicién de Nrf2 no fuera
por moléculas exdgenas sino por alteracion genética. En la Tabla 4 se encuentra resumido lo

que se encontro al respecto.

Existe un estudio en células MING en las que se silencié Nrf2 con shRNA (short hairpin
RNA), produciendo una reduccion del 70% en la produccion de su mRNA. Estas células
mostraron una reduccion significativa en los niveles de GSH, un aumento en los niveles de
ROS y una reduccién en genes dependientes de ARE como Gclc, Srxnl, Sodl y Prdx1.

Ademas, mostraron una mayor susceptibilidad a H2O., medida por la disminucion de la
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viabilidad celular y el aumento de marcadores apoptoticos como caspasa-3 cortada (C-Casp-
3) y PARP cortado (C-PARP) (77).

Otros experimentos se han realizado en islotes pancreéticos de ratones Nrf2”~. En este
caso se encontrd que los islotes Nrf2/~ expresan de manera reducida los genes Ngo1 y Gelc,
dependientes de ARE. Al compararlos con islotes Nrf2*"* mostraron ser mas susceptibles a
la exposicion a H20», sufriendo mayores cambios morfologicos (77). En otro experimento
similar se vio que la supresion a nivel genético de Nrf2 disminuye dramaticamente el tamafio

de los islotes pancreéaticos y empeora la tolerancia a la glucosa (76).

Por otro lado, para estudiar los efectos de la induccién a nivel genético de Nrf2, una
estrategia que se ha utilizado es la de suprimir la expresion de Keapl. Esto se ha hecho en un
modelo de ratones que ademas cuentan con una mutacion para la sobreexpresion de sintasa
de oxido nitrico 2 (iNOS), por lo que producen niveles excesivos de radicales libres. Los
resultados mostraron niveles de insulina normales y una distribucion normal de los islotes
pancreaticos, lo que implicaria que la induccion constitutiva de Nrf2 logrd contrarrestar los
efectos del estrés oxidativo en estos ratones (76).
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Tabla 4. Modulacion de Nrf2 a nivel genético

Modelo Modulacion de Resultados Ref
Nrf2
Células MING Inhibicidn de Reduccion en un 70% en la transcripcion ~ (77)
Nrf2 mediante de Nrf2, reduccidn en los niveles de GSH,
shRNA aumento en los niveles de ROS, reduccion
en la transcripcién de genes dependientes
de ARE, mayor susceptibilidad a H.O>
Islotes de ratdbn  Supresion del gen  Expresién reducida de genes dependientes  (77)
Nrf2 "~ de Nrf2 de ARE, mayores cambios morfol6gicos
ante la exposicion a H20>
Ratones iINOS- Sobreexpresion Tamarfio disminuido de los islotes (76)
Tg::Nrf2*~ de INOS, pancreaticos, peor tolerancia a la glucosa
supresion del gen
de Nrf2
Ratones iINOS- Sobreexpresion  Niveles de insulina normales, distribucién  (76)
Tg::Keapl- de iNOS, normal de los islotes pancreéticos,
SCKO supresion del gen  proteccidn contra la produccion excesiva
de Keapl en de radicales libres
célula beta
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8. CONCLUSION

La DM2 es una enfermedad con alta morbimortalidad a nivel mundial y local. Los
tratamientos actuales no son del todo satisfactorios, por lo que se hace necesario buscar
nuevas alternativas. Es una enfermedad compleja que involucra muchos factores, de los
cuales los dos principales son la resistencia a la insulina y la falla beta pancreatica. Se ha

encontrado que ambos componentes estan relacionados al estrés oxidativo.

Nrf2 es un factor de transcripcion que regula la expresion de proteinas antioxidantes. Su
principal regulador es su inhibidor Keapl, que al atraparlo provoca su ubiquitinacién y
posterior degradacion. Se ha descubierto una gran cantidad de moléculas, tanto de origen
natural como sintético, que son capaces de interrumpir esta interaccion y por lo tanto
aumentar la vida media de Nrf2 dentro de la célula. Estos compuestos se han convertido en
un objeto de estudio por el potencial que tienen para ayudar en el tratamiento contra la
diabetes y otras enfermedades crénicas.

Los estudios in vitro y en modelos animales han mostrado buenos resultados en cuanto a
la capacidad de Nrf2 de proteger a la célula beta del estrés oxidativo. Sin embargo esto no se
ha comprobado en humanos y de hecho, la mayoria de los estudios anteriores mostraron que
el tratamiento antioxidante no da resultados lo suficientemente satisfactorios en diabetes. Es
probable que existan otros factores, més alla del estrés oxidativo, que evitan que el
tratamiento antioxidante por si solo sea efectivo. Quiza el futuro terapéutico de Nrf2 en la
diabetes sea mas como complemento a las terapias farmacoldgicas actualmente disponibles.
Por otra parte, los avances en la edicion génica podrian permitir el desarrollo de terapias
génicas que modifiquen la respuesta de la via Keapl/Nrf2 en las células beta de manera tal
que las haga mas resistentes al dafio oxidativo, pero sin que ello comprometa su funcién

secretora de insulina.
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