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RESUMEN

La Diabetes Mellitus tipo 1 es una enfermedad autoinmune que implica la destruccién de la
células B pancreaticas y conlleva a alteraciones en el metabolismo 6seo. Se ha observado
en huesos largos de ratas inducidas con diabetes experimental que hay una disminucién en
la densidad ésea. Sin embargo, en la actualidad existen pocos estudios enfocados en la
obtencién de un perfil proteico en el hueso. El objetivo de este trabajo fue el estandarizar la
obtencidén de un perfil de proteinas expresadas en los maxilares superiores de ratas con
diabetes experimental inducida mediante una inyeccion unica de estreptozotocina y
sometidas a estrés mecanico con un resorte en forma de U de niquel titanio. En este trabajo
se utilizaron 24 ratas tipo wistar, las cuales se dividieron en 4 grupos: Normoglicémicas sin
estrés mecanico (Grupo N), Hiperglicémicas sin estrés mecanico (Grupo G),
Normoglicémicas con estrés mecanico (Grupo NS) e Hiperglicémicas con estrés mecanico
(Grupo GS). Se extrajeron las proteinas de los maxilares y se purificaron para después

obtener los perfiles en geles de poliacrilamida en una y dos dimensiones.
Resultados

En los geles de poliacrilamida en una dimension se observo la presencia de bandas con un
rango de 10 a >250 kDa. Se observaron bandas con expresion diferencial entre el Grupo N y

el Grupo G.

En la electroforesis bidimensional dentro de un rango de pH de 3 a 10 se mostrd que el perfil
proteico del Grupo N, tenia un total de manchas proteicas de 41, mientras que en el Grupo G

se detectaron 43, en el Grupo NS un total de 63 y en el Grupo GS 72.

Conclusion

Aunque todos los perfiles comparten varias proteinas, los perfiles del Grupo N y el Grupo GS
mostraron mas parecidos entre si, asi como el perfil de hueso del Grupo G y del Grupo NS.
En ambos casos, se observaron manchas con expresion diferencial y un aumento o
disminucién en la cantidad de expresién proteica (la hiperglicemia disminuye la expresion de
proteinas en el hueso alveolar). Con lo cual podemos sugerir que el aparato influye en la
sobre expresion de las proteinas. Ya que la tension generada en el hueso expresa una

cantidad mayor de proteinas.

[ )
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ABSTRACT

Type 1 Diabetes Mellitus is an autoimmune disease that involves the destruction of
pancreatic cells and implies an alteration in bone metabolism. It has been observed in long
bones of rats induced with experimental diabetes that the bone densities decrease. However,
at present there are few studies focused on obtaining a proteins profile in the bone. The
objective of this work was to obtain the proteins profile expressed in the upper jaws of rats
with experimentally induced diabetes by a single injection of streptozotocin and subjected to
a mechanical stress with a wire in U form of nickel titanium. Twenty-four wistar rats were
divided into 4 groups: Normoglicemic without mechanical stress (Group N), Hyperglycemic
without mechanical stress (Group G), Normoglicemic with mechanical stress (Group NS) and
Hyperglycemic with mechanical stress (Group GS). The proteins were extracted from the
jaws and purified to then obtain the profiles on polyacrylamide gels in one and two

dimensions.

Results

In polyacrylamide gels in one dimension was detected the presence of bands with a range of
10 to>250 kDa: but also was observed the over expression of some proteins in the Group N

and Group G.

In the two-dimensional electrophoresis within a pH range of 3 to 10: The protein profile of the
Group N have a total spots of 41, while in Group G were detected 43, in the NS Group a total
of 63 and in the Group GS 72.

Conclusion

Although all profiles share several proteins, the profiles of Group N and Group GS are more
similar to each other, as well as the bone profile of Group G and Group NS. In both cases
where the results are similar, but the spots have a differential expression and an increase or
decrease in the amount of protein expression were observed (hyperglycemia decreases the
expression of proteins in the alveolar bone). By which we can suggest that the stress

influences the expression of the proteins.

[+ )
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Introduccion

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad cronica que afecta a mas de 6 millones de
mexicanos, siendo la primera causa de muerte en mujeres y la segunda en hombres. Existen
diferentes tipos de DM debido a una compleja interaccion entre genética y factores
ambientales.'Por lo que la diabetes tipo 1 (DM1) es una enfermedad metabdlica
multifactorial en la que los mecanismos de defensa juegan un papel fundamental. Cuando la

enfermedad se encuentra desarrollada los pacientes son dependientes de insulina.?

Actualmente estd demostrado que los pacientes diabéticos muestran una pérdida

significativa de la masa dsea.’

Las complicaciones 6seas asociadas a la diabetes producen efectos que deterioran al
paciente que lo padece, dentro de los cuales los mas comunes son: la disminucion de la
masa Osea, riesgo a fracturas y la enfermedad periodontal. La resorcién 6sea en los
modelos animales diabéticos se ha mostrado como una disminucién en la actividad de los

osteoblastos y osteoclastos.*

Por otro lado la enfermedad periodontal es una enfermedad que se caracteriza por la
pérdida del hueso alveolar, la cual conduce en etapas avanzadas a la perdida de los dientes,
siendo considerada una enfermedad infecciosa-inflamatoria, que es agravada por el estado

hiperglicémico.®

La DM1 contribuye a la perdida de hueso a través de cambios en la expresidén génica de
TRAP vy catepsina K en los osteoclastos, asi como de osteocalcina en osteoblastos lo que
resulta en aumento de la actividad de resorcion 6sea y disminucién de la formacion de

hueso.®

No obstante los osteocitos son la célula mas abundante en el hueso, pero poco se sabe
acerca de su contribucion al metabolismo 6seo. Se han propuesto diferentes funciones para
los osteocitos, pero es generalmente aceptado que su tarea mas importante radica en la

deteccion de la tension causada por la carga mecanica sobre el hueso. ’

Por otro lado, en ratas diabéticas se han observado alteraciones en la matriz 6sea en

particular en su formacién, lo que da lugar a alteraciones en la mineralizacion.®

(7))
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Hueso

El tejido 6seo, es un tejido conjuntivo especializado denso, esta constituido por células, una
matriz Osea, sustancia intercelular calcificada, integrada por componentes organicos

amorfos, fibrilares e inorganicos como son: sales de calcio y fosforo(Figura.1 tejido éseo).®

Este tejido esta conformado por tres tipos identificables de células especializadas que son

los osteoblastos, los osteoclastos, y osteocitos. '

Figura 1. Mapa conceptual que representa los componentes del tejido 6seo
(MONTALVO 2010)
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Osteoblastos

Los osteoblastos son células que derivan de células mesenquimales. Estan situadas en la
superficie externa de los huesos en formacion. Son los responsables de generar la sustancia
intercelular organica denominada osteoide, constituida por matriz amorfa (osteopontina,
osteonectina y osteocalcina), fibras colagenas tipo |, y de depositar en el osteoide cristales
de fosfato y carbonatos de calcio (matriz inorganica).'®’La mayor parte de los OB
desaparecen al finalizar la sintesis osteoide, posiblemente por un fendmeno de apoptosis o
muerte celular programada.’'Algunos, sin embargo, quedan atrapados dentro de la matriz
Osea, transformandose en células de aspecto estrellado, conocidas como osteocitos, o bien,
se aplanan y se transforman en las llamadas células de revestimiento (“lining cells”). Estas
células tapizan las superficies 0seas y a través de la produccion de factores locales como las
Interleucina-6 e Interleucina-11."%Las cuales parecen desempefar un papel importante no
solo en el control del remodelado dseo sino también en lo que se refiere al intercambio de

calcio entre el hueso y el liquido intersticial.

Osteoclasto

Los osteoclastos son células grandes, multinucleadas, se localizan en la superficie interna
de los huesos densos o de las trabéculas 6seas. Son células que tienen receptores
membranales para sus factores estimulantes secretados por los osteoblastos para la
calcitonina. Tienen por funcién desgastar o erosionar el hueso con la finalidad de
remodelarlo, cuando el organismo asi lo requiere. '° Los preosteoclastos son células dotadas
de un solo nucleo que se adhieren a las superficies 6seas y al fusionarse entre si dan lugar a
los osteoclastos.®Los preosteoclastos expresan en su membrana moléculas de adhesion
pertenecientes a la familia de las cadherinas que parecen intervenir en la fusion de estas
células. En uno de los polos de los osteoclastos se encuentra el llamado “borde en cepillo”,

donde la membrana celular se pliega varias veces."
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Osteocitos

Los osteocitos, componen entre el 90 al 95% de todas las células 6seas. Los osteocitos son
los osteoblastos que quedan atrapados entre la matriz 6sea calcificada y dentro de

cavidades llamadas lagunas éseas.™

Se han propuesto diferentes funciones para los osteocitos a lo largo del tiempo, pero ahora
se acepta que su tarea mas importante radica en la deteccion de la tension causada por la

carga mecanica pero a un nivel molecular.'®
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Remodelado éseo.

La remodelacién 6sea es un proceso fisiolégico que involucra funciones celulares dirigidas
hacia la resorcion y formacién de hueso nuevo (Figura 3). La osteoporosis o la disminucion
del contenido mineral 6seo, es el resultado de anomalias en el acoplamiento de las
funciones del osteoclasto y del osteoblasto. Estas funciones estan reguladas por hormonas
sistémicas y factores locales.'® Los osteocitos también podrian ser importantes para la
iniciacidn del proceso de remodelacion. Se sugiere que realizan micro fisuras en el hueso,
mecanismo por el cual se induce la remodelacién. La formacién de micro grietas en el tejido
6seo conduce a la apoptosis del osteocito!, se ha encontrado que estas células se expresan
en el proceso de RANKL, el cual es un mecanismo para inducir la osteoclastogenesis,
necesaria para reabsorber el hueso dafado y posteriormente sustituir el hueso viejo por

nuevo.'®
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Hueso y Diabetes

En la diabetes, el estado del hueso se altera, lo que conduce a un mayor riesgo de fractura.
La osteopenia, e incluso la osteoporosis, se encuentran tanto en humanos como en modelos
animales con diabetes tipo 1, a menudo con una corteza mas delgada, a través de una
disminuciéon en la formacion 6sea, contenido mineral 6seo y una menor tasa de

mineralizacion.'®

Se han encontrado cantidades disminuidas de proteinas y minerales de la matriz en
roedores, incluyendo colageno, osteocalcina, proteoglicano (PG), calcio, magnesio, cobre y
estroncio. La posterior interaccion alterada de la matriz modificada con células éseas altera
su efecto sobre la funcion celular. La mala formacion de la matriz y las propiedades
modificadas conduciran a una union insuficiente e ineficiente de las células y los iones,
interrumpiendo la mineralizacion (Figura. 3). La disminucién del flujo sanguineo debido a una
disminucién de la densidad microvascular dentro del hueso, como se observa en los ratones,
contribuira a la mala calidad general del hueso.?’ Se han observado cambios relacionados

con osteoblastos, condrocitos, células madre mesenquimatosas y osteoclastos (Figura 4).

Osteoblasto MSC

<l Nimera, Actividad J» Numero, Diferenciacidn
Forman mas células adiposas
DIABETES
TIPO |
Osteoclastos

Pacientes: “T- Actividad Condrocito

Animal: /). Numero, Actividad -l Ndmera

Figura 4. Funciones de las células dseas modificadas por la
diabetes tipo |
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En roedores, el numero de osteoblastos y su actividad se han encontrado disminuidos, por lo
tanto, es una superficie osteoide disminuida en donde se forma hueso nuevo.?’De manera
similar, la produccion de colageno disminuye.?'La formacion de condrocitos también se
reduce en estos animales, debido a la baja expresion del receptor de IGF-1(factor de
crecimiento insulinico tipo 1). La retencion de glucosa en los ratones se ve reducida por la
disminucién del transportador de glucosa 4 (GLUT4)%, limitando el metabolismo de la
glucosa vy, por lo tanto, la energia para la actividad celular, incluida su proliferacién. Las
células mesenquimales (MSC) son el punto de partida comun para el desarrollo de
osteoblastos y condrocitos, estando su proliferacion y diferenciacion con una baja regulacion

en ratas diabéticas.®

En pacientes diabéticos con microangiopatia, se observd que tienen una densidad mineral
O0sea disminuida en comparacion con diabéticos sin microangiopatia. La resorcion Osea
aumentada se midio a través de la concentracion de Ca e hidroxiprolina en la orina.?* A partir
de estudios en modelos de roedores, surgieron resultados variados para el numero y la

actividad de los osteoclastos.

En muchos de estos estudios de diabetes tipo 1, los osteoclastos mostraron una disminucion
en el nimero y actividad, ?°> con una baja concentracién de marcadores de degradacion de
colagena en la orina.?® El nimero disminuido de osteoclastos contribuiria a la disminucion
del numero de osteoblastos mientras que la funcidén osteoclastica comprometida significaria
una extraccion menos eficaz del hueso dafiado, haciéndolo mas débil. Por el contrario, tanto
Suzuki en el afio 2003%’como Hie en el afio 2009%8, demostraron en varios modelos de ratas
diabéticas de tipo 1, una mayor actividad y un mayor numero de osteoclastos. Dentro de la
meédula ésea de los ratones diabéticos se encontré un mayor contenido de células adiposas.
Esto implica un cambio en el equilibrio de la diferenciacién de células mesenquimales a
osteoblastos o adipocitos en favor de estos ultimos, siendo promovidos por el Receptor
Gamma Activado por el Factor Proliferador de Peroxisomas (PPARg) elevado en humanos y

ratones y por lo tanto hay una menor formacion 6sea.?®
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DIABETES EXPERIMENTAL CON ESTREPTOZOTOCINA (STZ).

El mecanismo de accion de la estreptozotocina es someter a las células  del pancreas a la
destruccion por necrosis a través de un transportador de glucosa 2 (GLUTZ2), ademas la
estreptozotocina libera cantidades toxicas de oOxido nitrico que inhibe la actividad de la

aconitasa y participa en el dafio del ADN.*

También resulta eficaz una dosis similar o mayor después de la primera administracion
intraperitoneal, ya que una sola dosis por debajo de los 40 mg / kg de peso corporal puede
ser ineficaz. La via de induccion de diabetes experimental se realiza mediante una dosis
Unica intravenosa en ratas adultas para inducirla se administran entre 40 y 60mg/kg de peso.
Los agentes mas utilizados para la diabetizacién de animales de laboratorio son el Aloxany

estreptozotocina, con una dosis de 541 mg / kg de peso corporal.

La Estreptozotocina (STZ) deteriora la oxidacion de la glucosa, otros autores reportan que
disminuye la biosintesis y secrecion de insulina.*' Se ha encontrado que para evitar la accion
diabetogénica de STZ se necesita de una expresion reducida de GLUT2. Estudios resientes
observaron que la STZ restringe la expresion GLUT2 in vivo e in vitro cuando se administra

en dosis multiples.*?



Obtencion de un perfil de proteinas en hueso alveolar de ratas diabetizadas
con STZ bajo un estrés mecanico.

Estrés Mecanico y Hueso

Los tejidos 6seos son sensibles a su entorno mecanico.?® Es bien aceptado que la presencia
de un nivel razonable de estrés mecanico en los huesos (conocido como carga normal)
podria mejorar la formaciéon 6sea y mantener una masa 6sea saludable.®® La ausencia
prolongada de carga normal en los huesos, casi siempre es asociada con una inactividad
fisica prolongada debido a lesiones, podria disminuir la formacion 6sea y aumentar la
resorcion 6sea, eventualmente conduciendo a la pérdida 6sea y la osteoporosis. Cuando el
nivel de estimulacion mecanica excede la cantidad normal durante un periodo prolongado de
tiempo, podria producirse una condicidon de estrés conocida como carga por fatiga. En la
carga por fatiga, pueden aparecer micro danos, tales como pequefias grietas en los tejidos
0seos, desencadenando una cascada de procesos de remodelacién que intentan reparar el
tejido 6éseo dafiado mediante la resorcion secuencial. Cuando las condiciones de carga por
fatiga no se reconocen temprano y se abordan, los riesgos de lesiones Oseas y

enfermedades de los huesos aumentaran.®®

Sigue siendo desconocido como los genes mecanicamente sensibles y proteinas en las
células 6seas actuan bajo estrés mecanico y cdmo sus expresiones génicas diferenciales
estan reguladas.®® Se ha identificado a los osteoblastos como células reclutadas en las
superficies 0seas para formar nuevo hueso en respuesta a la Carga.37 En las condiciones de
carga por fatiga, se sabe que la migracion de osteoblastos a la superficie 6sea coincide con
migraciones de progenitores osteoblasticos y areas del osteoblasto dafiadas por el hueso,
activando asi el proceso de remodelaciéon ésea y reparaciones de dafios.®® Este proceso
requiere la coordinacion temporal de los osteoblastos y los osteoclastos para reparar los
tejidos 6seos dafados. El hueso de rata que se somete a remodelado intracortical en
respuesta a altos niveles de cargas ciclica, que inducen microdafios en la corteza y la
reabsorcidn intracortical estd asociado tanto con el microdafio éseo asi como con zonas de
osteocitos alterados. De acuerdo a lo anterior las ratas pueden iniciar el remodelado
haversiano en los huesos largos en respuesta a la fatiga, y la muerte o dafio de los
osteocitos puede proporcionar uno de los estimulos para este proceso.
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Estudios de microarreglos sugirieron que la apoptosis del osteocitos y las vias de
sefalizacion de Wnt son dos procesos bioldgicos criticos implicados, no se realizaron
controles adecuados contra las condiciones normales de carga por lo que no estaba claro
cuales eran los cambios en el nivel de ARNm observados en la carga por fatiga compartidos

en comun con la carga normal.*

En las ultimas décadas se han generado datos sobre la biologia molecular y la funcién de los
osteocitos. Lejos de ser un espectador pasivo en el hueso, se ha encontrado que esta célula
tiene numerosas funciones, como actuar como un orquestador de la remodelacion dsea a
través de la regulacion de los osteoclastos y la actividad osteoblastica y también funciona

como una célula endocrina.*®

Los osteocitos, las células 6seas mas numerosas y menos estudiadas, son células de forma
estrellada encerradas en la red 6sea, hueso-canalicular. Basandose en la ubicacion de los
osteocitos dentro de la matriz 6sea y la morfologia celular, se propone que los osteocitos
contribuyan potencialmente a la regulacion del remodelado éseo en respuesta a estimulos
mecanicos y endocrinos. Aunque se ha reconocido la importancia potencial de los
osteocitos, ha habido pruebas limitadas de los roles funcionales de los osteocitos en la
remodelacion ésea. Sin embargo, los estudios de genes de ratdn y las mutaciones de genes
humanos han contribuido a los ultimos avances de la biologia de osteocitos. Ademas, el
hueso se ha considerado tradicionalmente como parte del sistema esquelético y locomotor,
pero estudios recientes sugieren que los osteocitos regulan las funciones bioldgicas
sistémicas basadas en el vinculo inseparable entre el hueso y otros sistemas. El osteocito es
una fuente de factores solubles no solo para dirigir a las células de la superficie del hueso,
sino también para dirigirse a organos distantes, tales como riidn, musculo y otros tejidos.
Esta célula desempena un papel importante en el metabolismo del fosfato y la disponibilidad
de calcio y puede remodelar su matriz perilacunar. Los factores inflamatorios como el factor
de necrosis tumoral y los glucocorticoides utilizados para tratar la enfermedad inflamatoria
inducen la muerte de los osteocitos, pero por diferentes mecanismos con resultados
potencialmente diferentes. Por lo tanto, los osteocitos sanos, viables son necesarios para la

funcionalidad apropiada del hueso y de otros érganos. 40
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Protedmica

La proteomica es el estudio a gran escala de las proteinas, en particular de
su estructura y funcion. Las proteinas son partes vitales de los organismos vivos, ya que son
los componentes principales de lasrutas metabdlicas de las células. EI término
‘“PROTEOMA” fue usado por vez primera en 1995 para describir el conjunto de proteinas, en
una célula o un tejido. De forma imperceptible, la palabra proteoma dio lugar a una nueva
disciplina, la “PROTEOMICA”. Se habla de dos tipos de protedmica, la de expresion que es
un estudio cuantitativo y la protedmica de mapa celular (funcional).La descripcion del
proteoma permite tener una imagen dinamica de todas las proteinas expresadas, en un
momento dado y bajo determinadas condiciones concretas de tiempo y ambiente. El estudio
y comparacion sistematicos del proteoma en diferentes situaciones metabdlicas y/o
patolégicos permite identificar aquellas proteinas cuya presencia, ausencia o alteracién se
correlaciona con determinados estadios fisiolégicos. En el caso concreto del analisis
protedmico asociado a patologias concretas, es posible identificar proteinas que permitirian
diagnosticar la enfermedad o pronosticar la evolucion de la misma. Dichas proteinas se

conocen con el nombre genérico de biomarcadores.*!

Proteinas de la matriz 6sea

El 90% de las proteinas que se pueden extraer de la matriz 6sea es colagena tipo |, el 10%

restante se les conoce de manera genérica como proteinas no colagenas de hueso.

Proteinas no colagenas

En los ultimos anos, una serie de proteinas no colagenas se han aislado del hueso, y
aunque su funcién no siempre se entiende por lo menos una proporcion de ellas parecen ser

biolégicamente activas.

Dentro de estas proteinas se encuentran las fosfoproteinas, estas son proteinas que se
modifican mediante la unién de un solo grupo fosfato o de una molécula compleja.*? Las

fosfoproteinas Incluyen a la sialoproteina 6sea y los proteoglicanos como constituyentes
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menores de la matriz 6sea. Los proteoglicanos inhiben la calcificacibon enmascarando las
fibrillas de colagena u ocupando espacios criticos dentro de la fibrilla y con ello disminuyen
la difusion, la interaccidn quimica y el secuestro de iones de calcio o complejos de fosfato de

calcio.®®

La osteocalcina también conocida como proteina que contiene acido &-carboxiglutamico
(BGLAP) es una proteina no colagena que se encuentra en el hueso y en la dentina. La
osteocalcina es la proteina no coldgena mas abundante en el hueso*que comprende
aproximadamente el 20% de las proteinas de la matriz no colagena y es producida por el
osteoblasto. Contiene tres residuos de acido y-carboxilglutamico (Gla) que se unen al calcio,
y es dependiente de la vitamina K. Sin embargo, su papel fisioldgico en la mineralizacién
sigue siendo incierto. Se ha postulado que en lugar de facilitar la calcificacion podria
retardarlo, y también que es quimio atrayente para los osteoclastos. Al igual que la fosfatasa
alcalina, la osteocalcina se usa clinicamente como un marcador de la actividad de los
osteoblastos. La osteocalcina en suero se mide por radio inmuno ensayo como marcador de
recambio 6seo.*® Finalmente, la osteocalcina favorece la utilizacion de la glucosa en los

tejidos periféricos.®

Por otro lado, la proteina Gla de matriz (MGP), al igual que la osteocalcina, es un miembro
de las proteinas del acido y-carboxilglutamico dependiente de la vitamina K (Gla). MGP es
un posible regulador de la calcificacion de la matriz extracelular debido a que los ratones
deficientes en MGP exhiben la calcificacién espontanea de varios cartilagos y también de

sus arterias.*’

La fosfatasa alcalina es una ectoenzima (proteinas integrales de la membrana) producida
por los osteoblastos que se asocia al proceso de mineralizacion. La fosfatasa alcalina del
tejido 6seo hidroliza el pirofosfato inorganico (PPi) y genera fosfato inorganico (Pi), que es

esencial para la formacion de hidroxiapatita mediada por vesiculas de la matriz.*®
Proteinas de union celular

Diferentes proteinas de unién celular que tienen la secuencia de aminoacidos RGD comun
(arginina-glicina-acido aspartico), son responsables de mediar la uniéon de estas proteinas a

las integrinas (proteinas integrales de membrana) en la superficie celular.
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Estas proteinas de unién celular incluyen a la fibronectina, la osteopontina, la osteonectina,
trombospondina y varias otras sialoproteinas 6seas, incluyendo la sialoproteina 6sea y una

segunda llamada glicoproteina acida 6sea.*

La osteopontina es una sialoproteina no colagena relativamente abundante producida por
osteoblastos que tiene un papel en la fijacion y reabsorcion de los osteoclastoss"y que
también tiene sitios de unién al calcio.® La expresion de la osteopontina esta regulada por la
vitamina D, que aumenta su secrecion. Se une a los receptores de integrina en los
osteoclastos por su secuencia RGD, activando la via de la fosfolipasa C en el osteoclasto y

aumentando el calcio intracelular.

La osteonectina es una glicoproteina acida implicada en la unidn celular. Apoya la
remodelacion 6sea y el mantenimiento de la masa 6sea en los vertebrados, como lo
demuestran los fragiles huesos de ratones deficientes en osteonectina.’® También se le
conoce como proteina de secrecion acida y rica en cisteina (SPARC / osteonectina / BM40)
la cual es una de las proteinas no colagenas mas abundantes expresadas en tejidos
mineralizados. Esta proteina parece influir en las vias involucradas en el ensamblaje de la
matriz extracelular, tales como el procesamiento de la procolagena y la formacién de fibrillas
de colagena, asi como la capacidad para influenciar la diferenciacion de osteoblastos y la

actividad de osteoclastos.*

La sialoproteina 6sea humana (BSP) es una glicoproteina que se encuentra en tejidos
mineralizados como hueso, dentina, cemento y cartilago calcificado.®* Durante la
morfogénesis Osea, la BSP es producida por osteoblastos, osteoclastos, osteocitos vy
condrocitos hipertréficos. A través de los dominios de unidn unica, la BSP puede estar
involucrada en la unién celular y la sefializacién, la nucleacién de la hidroxiapatita (HA), y la

unién a la colagena tipo |.
Factores de crecimiento de la matriz 6sea

Una amplia gama de otras proteinas biolégicamente activas en el hueso tienen el potencial
de regular la actividad celular. La mayoria de estos factores son factores reguladores del
crecimiento (Tabla 1), como el factor de crecimiento transformante BI (TGFBI) y TGFRII, las

proteinas morfogénicas Oseas, el factor de crecimiento derivado de plaquetas, los factores
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estimuladores de colonias, el factor de necrosis tumoral y la linfotoxina, el factor insulinico de

crecimiento 1 y 11.%°

Estimulan formacién Estimulan reabsorcion
BMP-2 (Proteina morfogenética 6sea-2) TNF (Factor de necrosis tumoral)
BMP-4 (Proteinas morfogenética osea-4) EGF (Factor de crecimiento epidérmico)
BMP-6 (Proteinas morfogenética osea-6) PDGF (Factor de crecimiento derivado de
BMP-7 (Proteinas morfogenética osea-7) plaquetas)
FaCt_or?s de IGF-I (Factor analogo a la insulina 1) FGF (Factor de crecimiento Fibroblastico)
crecimiento IGF-II (Factor analogo a la insulina II) M-CSF (Factor estimulante de colonias
TGF-B (Factor transformante del crecimiento ) macrofagos)
FGF (Factor de crecimiento fibroblastico) GM-CSF (Factor estimulante de colonias de
PDGF (Factor de crecimiento derivado de las plaquetas) granulocitos y macrofagos)
VEGF (Factor de crecimiento vascular endotelial)

Tabla 1. Factores locales reguladores del remodelado 6seo (FERNANDEZ et al 2006)

Factores de Transcripcidn

Dos factores de transcripcidon que se expresan predominantemente en los osteoblastos
necesarios para el desarrollo del osteoblasto funcional. La primera proteina es, Runx2 es un
miembro esquelético. Osterix actua corriente abajo de Runx2 en la cascada transcripcional
de la diferenciacion osteoblastica. La expresion de Osterix se regula mediante la unidn
directa de Runx2 a un elemento sensible en el promotor del gen Osterix. Los factores de
transcripcion multiples también juegan un papel critico en la homeostasis 6sea y el

desarrollo de osteoblastos funcionales (Figura 5). *°

Figura 5. Se ilustra esquematicamente la secuencia y las etapas del linaje osteoblastico de una célula madre mesenquimal a osteocitos
diferenciados de forma terminal. (AMJAD 2010)
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Peso molecular y punto isoeléctrico estimado de las proteinas mas comunes en hueso.

Proteina

Descripcion

pl

(Punto Isoeléctrico)

Mw

(Peso Molecular)

COLAGENO |

Es sintetizado por osteoblastos. Su funcion
principal es la de resistencia al

estiramiento.

5.05

44.722kDa

TROMBOSPONDINA

Glicoproteina de la matriz extracelular de
las plaguetas y de una variedad de células
normales y transformadas, tanto de origen

mesenquimal como epitelial. La
trombospondina-1 se cree que
desempeifian un rol en la migracion y

proliferacion celular.

4.72

129.647 kDa

FIBRONECTINA

Componente de matriz extracelular;
Pueden desempefiar un papel en la fibrosis

y las metastasis tumorales.

5.44

272.446kDa

BIGLICANOS

Este gen codifica un miembro de la
proteina de proteoglicano rico en leucina
(SLRP). La preproteina codificada se
procesa para generar la proteina madura,
que desempefia un papel en el crecimiento
6seo. Se cree que este gen y el gen
relacionado con la decorina son el

resultado de una duplicacién de genes.

7.16

41.654kDa

DECORINA

Este gen codifica un miembro de la
pequeiia familia de proteoglicanos rico en
leucina. Esta proteina desempefia un papel
en el montaje de fibrillas de colageno. Se
cree que este geny el gen asociado
biglicanos son el resultado de una

duplicacién de genes.

8.96

39.805 kDa

SIALOPROTEINAS

Une osteoblastos y osteocitos a la matriz

extracelular

4.13

35.018kDa

OSTEOPONTINA

Sialoproteina que une las células de
osteosarcoma; Pueden desempefiar un
papel en la funcion celular de los

osteoclastos

4.40

33.843kDa

OSTEONECTINA

Glicoproteina no colagena, enlazadora de
calcio del hueso en desarrollo. Une el

colageno al mineral en la matriz ésea.

4.70

34.426kDa

s Carla Cecilia
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Este gen codifica una proteina ésea
altamente abundante secretada por
osteoblastos que regulan la remodelacion
6sea y el metabolismo energético. La
OSTEOCALCINA proteina codificada contiene un dominio 6.56 10.962kDa
Gla (gamma carboxiglutamico), que
funciona en la unién a calcio e

hidroxiapatita, el componente mineral del

hueso.
FGF FACTOR DE CRECIMIENTO FIBROBLASTOS 9.64 20.725kDa
BMP PROTEINA MORFOGENICA OSEA 5.04 10.036kDa
IGF FACTOR DE CRECIMIENTO INSULINICO 9.56 15.194kDa

FACTOR DE CRECIMIENTO INSULINICO-
IGF - BP 8.84 12.056kDa
DE UNION DE PROTEINAS

FACTOR DE CRECIMEINTO
TGF -8 5.69 41.870kDa
TRANFORMANTE BETA

FACTOR DE CRECIMIENTO DERIVAD
PDGF CTOR DE CRECIMIENTO ° 5.52 6.028kDa
DE PLAQUETAS

Es una enzima que descompone el
COLAGENASA colageno del tejido dafiado y facilita el 5.94 97.316kDa

crecimiento de tejido saludable.

La proteina codificada por este gen es una
cisteina proteinasa lisosémica implicada en
Catepsina k la remodelacion ésea y la reabsorcion. Se 8.72 36.966kDa
expresa predominantemente en

osteoclastos.

. Glicoproteina, implicada en el crecimiento
Esclerostina P P 9.43 24.030kDa

6seo.

Factor de transcripcion que es esencial
para la diferenciacion osteoblastica y 867 44 994 kDa

Osterix o
la formacion osea.

Es un factor de transcripcion clave
RUNx2 asociado con la diferenciacion de 8.77 18.809kDa

los osteoblastos

TRAP Fosfatasa acida tartrato resistente 8.82 36.598kDa

Cuadro 1. El Punto Isoeléctrico y Peso Molecular estimados se obtuvieron del programa Protein Identification and Analysis Tools on the

ExPASy Server


https://es.wikipedia.org/wiki/Factor_de_transcripci%C3%B3n
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Proteinas sintetizadas por el osteocito

El osteocito rodeado de osteoide (temprano) realiza principalmente dos funciones en forma
simultanea: regulariza la mineralizacion y forma sus procesos dendriticos para conectarse a
las células de la superficie y con otros osteocitos en el interior de la estructura 6sea. El
osteocito rodeado de osteoide puede controlar y regular la mineralizaciéon.’’Holmbeck vy
colaboradores®® han demostrado que la osteocitogénesis es un proceso invasivo activo que
requiere la hidrolisis de colagena y potencialmente de otras moléculas de la matriz. Los
osteocitos en ratones nulos (null) para la metaloproteinasa MT1-MMP tienen
significativamente un menor numero y longitud de los procesos dendriticos. MT1-MMP es
una proteinasa anclada en membrana que puede hidrolizar colagenas de tipo I, Il y lll,

fibrina, fibronectina y otras moléculas de la matriz ésea.

La morfologia de los osteocitos puede ser controlada por la molécula E11/gp38/, la cual es
un marcador para el osteocito incluido en osteoide, también se le denomina podoplanina,
OTS-8, gp38 o PA2.25, ésta se detectd por primera vez en la superficie celular de los

osteocitos en el hueso de rata.*®

A medida que los osteoblastos se transforman a un osteocito, la fosfatasa alcalina se reduce
y la caseina cinasa Il se eleva, al igual que la osteocalcina.®® Se expresan marcadores
adicionales, incluyendo el gen regulador de fosfato con homologias a endopeptidasas en el
cromosoma X (PHEX), la fosfoglicoproteina extracelular (MEPE), la proteina de la matriz de
dentina 1 (DMP-1), el factor de crecimiento de fibroblastos 23, (FGF-23), la esclerostina y
ORP150, un factor pensado para proteger contra la hipoxia. Sorprendentemente, bajo ciertas
condiciones los osteocitos también pueden expresar marcadores de osteoclastos, tales

como la fosfatasa acida y la catepsina en la lactancia para remodelar su matriz perilacunar.®’

Los osteocitos sanos y lesionados pueden reclutar osteoclastos a sitios de remodelacién. La
apoptosis de los osteocitos puede ocurrir en sitios de microdano. Las moléculas
proapoptoticas estan elevadas en los osteocito adyacentes a los lugares con microfracturas,
mientras que las moléculas antiapoptdticas se expresan 1 a 2 mm de la microfractura, ®2 lo
que muestra que algunos osteocitos tienen mecanismos protectores contra la apoptosis.
Mientras que los osteocitos apoptéticos liberan cuerpos apoptdoticos que expresan RANKL

para reclutar osteoclastos.®?
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JUSTIFICACION

La diabetes mellitus (DM) es un trastorno metabdlico que se presenta aproximadamente en
el 3 al 4% de la poblacion en México, siendo la segunda causa de muerte, la diabetes
mellitus causé cerca de 83 000 muertes en México segun cifras del Instituto Nacional de
Salud Publica en 2010. Entre las complicaciones de DM, a largo plazo se encuentran
alteraciones en el metabolismo 6seo, incluyendo la disminucién de la densidad 6sea que
puede conducir a fracturas, asi como alteraciones en la reparacion y la regeneracion ésea,

incluso en los pacientes tratados con insulina.

El estudio de los modelos experimentales en animales de laboratorio, inducidos a una
diabetes experimental con estreptozotocina nos permite observar los cambios producidos en
el hueso alveolar, que incluye la disminucion en la densidad 6sea, la fractura por fragilidad e
incluso alteraciéon en la aposicion y regeneracion 0sea, en las que se ven alteradas las
lagunas osteocitarias por el estrés mecanico. Al ser afectadas las lagunas se ha visto que

hay un aumento en la actividad de los osteocitos.%

Las células o6seas son sensibles a las fuerzas fisicas y convierten condiciones de
estimulaciéon mecanica en sefales bioquimicas que conducen a la expresiéon de genes y
proteinas mecanicamente sensibles. La estimulacidn mecanica puede causar que las células
Oseas expresen genes mecano-sensibles y proteinas a través de los receptores de la

membrana y los canales ionicos liberando sefiales intracelulares en cascada.

Entender cdmo los cambios en la funcidén de 6rganos y tejidos surgen en los niveles celular y
molecular proporcionara objetivos para una intervencidn mas especifica y, por lo tanto,
eficiente, por lo que la determinacion de la expresion proteica en el hueso alveolar de ratas
diabéticas sometidas a estrés mecanico permitira entender el comportamiento del tejido

6seo en esta condicion alterada.
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Hipotesis

Estandarizar la purificacion de proteinas provenientes de hueso sometido a estrés mecanico
en condiciones de diabetes tipo 1 en comparacion de sus controles nos permitira observar

cambios moleculares en este modelo de estudio.

OBJETIVO: Evaluar los perfiles de proteinas provenientes del modelo animal con diabetes,

bajo condiciones de estrés mecanico.

Objetivos especificos:

1. Estandarizar y obtener proteinas de hueso alveolar de ratas hiperglicémicas sometidas a
estrés mecanico y sus controles. En un perfil en geles desnaturalizantes SDS-PAGE

(electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sodico).

2. Obtener el perfil proteico del hueso alveolar en una y dos dimensiones de ratas problema

y sus controles.

3. Sugerir la identidad de proteinas diferencialmente expresadas.
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METODOLOGIA

Diabetes Sacrificio
Experimental

con STZ

Grupo G

Extraccion
del maxilar

Estrés
Mecanico

Grupo GS

’° ] "- Electroforesis
en Geles de
' ' Poliacrilamida

Con el fin de tener una cantidad representativa de muestras, los experimentos se realizaron

Obtencion y

e, Obtencién de
purificaciéon

la muestra

de Proteinas

en 24 ratas tipo Wistar macho de 200-250g. Para eliminar la variabilidad hormonal, que se
presentan en las ratas hembras debido a los ciclos reproductivos, se decidié que el modelo
experimental sea en rata macho.®*Se dividieron aleatoriamente en 4 grupos. El primer grupo
se conformd por 3 ratas Normoglicémicas sin estrés mecanico (Grupo N), el segundo grupo
se conformd por 3 ratas hiperglicémicas (con Estreptozotocina STZ) sin estrés mecanico
(Grupo G), el tercero fue el grupo control conformado con 9 ratas se separaron en 3 ratas
por caja (Grupo NS), y el cuarto grupo fue de las ratas experimentales con 9 ratas e igual
dividido en 3(Grupo GS). Se alojaron en el Bioterio de las FES Iztacala de 20 a 30 dias, de
tres ratas por caja con aserrin estéril, cada caja tuvo una tarjeta de identificacion, con acceso
ad libitum de alimento y agua, donde estas estuvieron iluminadas mediante luz artificial y el
cambio de los ciclos de luz se efectué cada 12 horas. La temperatura fue entre 18° a 25°C.
Con una humedad maxima de 54% y la minima de 13%. Las ratas se marcaron para su
identificacion mediante marcadores permanentes libres de xilol, no téxicos, colocando

numeros en la cola dependiendo de cada caso (véase tabla 2).

Los animales utilizados en este proyecto fueron tratados de acuerdo a la NORMA OFICIAL
MEXICANA NOM-062-Z0O0-1999, de ESPECIFICACIONES TECNICAS PARA LA
PRODUCCION, CUIDADO Y USO DE LOS ANIMALES DE LABORATORIO. Con la
aprobacion y los estandares establecidos por el consejo de Bioética de FES Iztacala bajo el
Folio 1080
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Tabla 2
GRUPO #RATA Buffer/ STZ Sacrificio
1 Buffer 4 Dias
GRUPO N 2 Buffer o
3 Buffer g
4 Buffer/ STZ 4 Dias =
>
GRUPO G 5 Buffer/ STZ 6'
6 Buffer/ STZ
7 Buffer 6 Dias
8 Buffer
% 9 Buffer
e 10 Buffer 4 Dias
E_ GRUPO NS 11 Buffer
2 12 Buffer
(7]
« ;
= 13 Buffer 2 Dias
© 14 Buffer 3
o
15 Buffer z
3
§ 16 Buffer/ STZ 6 Dias >
b 17 Buffer/ STZ _§.
< o
©
[=) 18 Buffer/ STZ
o
° GRUPO GS 19 Buffer/ STZ 4 Dias
‘@
3 20 Buffer/ STZ
7]
a 21 Buffer/ STZ
N
;‘ 22 Buffer/ STZ 2 Dias
[
2 23 Buffer/ STZ
©
o 24 Buffer/ STZ
©

Tabla 2. Se observa el nimero de la rata, los grupos_con solo buffer y los grupos con estreptozotocina (STZ) asi como los dias que
duraron con aparato los Grupos NS y GS antes del sacrificio.

TABLA 3
GRUPO N Ratas Normoglicémicas
GRUPO G Ratas hiperglicémicas (Diabetes experimental con STZ)
GRUPO NS Ratas normoglicémicas con estrés mecanico
GRUPO GS Ratas hiperglicémicas (STZ) con estrés mecanico

Tabla 3. Significado de cada grupo
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En el siguiente cuadro se explica que se realizdé con cada grupo. Los 6 dias en el que los

grupos tenian el buffer o la estreptozotocina, hasta el dia cero para la colocacién del aparato

a partir del cual se cuentan los 2, 4, 6 dias para el sacrificio el cual se dividié de esta forma

ya que en trabajos previos se observaron cambios en las lagunas osteocitarias.

Grupo N

Grupo G

Grupo NS

Grupo GS

Admision de 3 ratas, pesaje
marcaje.

Buffer de Citratos. 6 dias

Sin estrés mecdnico.
Sacrificio a los 4 dias

después.

Admisién de 3 ratas, pesaje
y marcaje.

Se administra buffer de
citratos y estreptozotocina.
Medicion de glucosa 2 dias
después. 4 dias

Sin estrés mecanico.
Sacrificio a los 4 dias

después.

Control 1: admisién de tres
ratas, pesaje marcaje, 6 dias
con Buffer, Con estrés
mecanico por 6 dias para el

Sacrificio.

Experimental 1: admision de 3
ratas pesaje y marcaje, 6 dias
con estreptozotocina y buffer,
2 dias después medicion de
glucosa. Para la colocacién de
estrés mecdnico

por 6 dias

mas para sacrificio.

Control 1: admisién de tres
ratas, pesaje marcaje, 6 dias
con Buffer, Con estrés
mecanico por 4 dias para el

Sacrificio.

Experimental 1: admisién de 3
ratas pesaje y marcaje, 6 dias
con estreptozotocina y buffer,
2 dias después medicion de
glucosa. Para la colocacién de
estrés mecdnico

por 4 dias

mas para sacrificio.

Control 1: admisién de tres
ratas, pesaje marcaje, 6 dias
con Buffer, Con estrés
mecanico por 2 dias para el

Sacrificio.

Experimental 1: admisién de 3
ratas pesaje y marcaje, 6 dias
con estreptozotocina y buffer,
2 dias después medicion de
glucosa. Para la colocacion de
estrés mecanico

por 2 dias

mas para sacrificio.

Cuadro 2: Se explica que se realizd con cada grupo.

Diabetes Experimental con STZ

Para la administracion de la estreptozotocina en los grupos G y GS se inyectaron 60mg de
STZ por kg de peso en 1ml de amortiguador de citratos (véase cuadro 2), con una inyeccion
unica intraperitoneal. El buffer de citratos se administré también en los grupos N y NS ya que

este no sube los niveles de glucosa.
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ESTREPTOZOTOCINA Dosis 60 mg STZ - 1000g
Agregar 1ml a la dosis final X - peso de rata

1ml buffer de citratos-
BUFFER DE CITRATOS 1000g
X- peso rata

Figura 6. Muestra la Dosis de Stz y Buffer de Citratos por kg de peso de la rata.

Los Grupos N y NS se quedaron 6 dias con buffer unicamente, a los Grupos G y GS se les
midio la glucosa 2 dias despues de la administracion de estreptozotocina, realizando una
puncidn en la cola se tomo la muestra de sangre, se coloco en tiras y despues en el

glucometro, posteriormente se verificaron niveles de glucosa, se quedaron 4 dias mas.

Estrés mecanico

Concluidos los 6 dias con buffer o STZ, se coloco el estrés mecanico el cual consistio en un

arco de niquel titanio 0.012mm el cual fue colocado en los grupos NSy GS.%¢

La anestesia general para su colocacién fue la administrada empleando un relajante en este
caso, Xilazina 7mg/kg. Seguido de la administracion 5 min despues de un anestésico

general Ketamina 60mg/kg.

Con el animal anestesiado se prosiguio a colocar el aparato colocandolo entre los primeros y

segundos molares superiores (Figura 7).
‘— X mm 4’

5.0 mm

44— s5mm —P

Figura 7. Resorte de niquel titanio 0.012 de grosor entre el primer y sequndo molar superior, y activado con una fuerza de
10g (Igarashi et al, 1998)
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Sacrificio

El sacrificio, se realizo mediante un trauma cerebral y dislocacion cervical a los 2, 4 y 6 dias
después de la colocacidon del aparato, se extrajo el maxilar y se retiraron todos los tejidos
blandos y dientes con una hoja de bisturi en un ambiente frio. Para posteriormente ser
almacenados en refrigeracion a -80 °C hasta su uso, asi como una muestra de sangre la

cual fue almacenada a la misma temperatura.
Preparacion de la muestra

En condiciones asépticas con nitrogeno liquido se pulverizo el hueso con un mortero y pistilo

(Figura 8) y la sangre fue centrifugada a 1700 rpm para obtener el suero.

<

Figura 8. Hueso en nitrogeno liquido pulverizado con mortero y pistilo

Posteriormente, las muestras se homogeneizaron en amortiguador de muestra para
isoelectroenfoque (urea 7 M, tiourea 2 M, CHAPS 4%, amortiguador IPG 2%, DTT 40 mM y
agua MQ), en presencia de inhibidores de proteasas (Complete “cocktail”’, GE Healthcare).

Posteriormente, mediante centrifugacién (10,000 xg) se obtuvo el sobrenadante.

Después, se disolvieron en 200 pg de muestra en solucidn de hidratacion para
isoelectroenfoque (urea 7 M, tiourea 2 M, CHAPS 4%, amortiguador IPG 0.5% 6 2%, DTT 40
mM, azul de bromofenol 0.002% y agua MQ), con inhibidores de proteasas (GE Healthcare).
Finalmente, las muestras se colocaron en el platillo de hidratacion (GE Healthcare).
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Para la separacion de proteinas en una dimension, las muestras se colocaron en el gel de
poliacrilamida SDS- PAGE al 10%, y se cargaron 25ug, el corrimiento fue aplicando un
voltaje de 100V hasta su migracion final (Figura 9). Por ultimo se tifio el gel utilizando la

tincion Coomassie.

Figura 9. (a) Muestra de hueso y (b) camara de electroforesis.

Electroforesis en dos dimensiones

Para estandarizar la técnica y obtener un perfil proteico, se llevo a cabo la separacion de las
proteinas con base en su punto isoeléctrico, esta separacion se realizé en las tiras pre-
elaboradas para electroforesis (ImmobilineDrystripGels, pH 3-10 of 7 cm, GE Healthcare),
para ello, las tiras fueron ya hidratadas con las muestras e incubadas durante 16 h con un
gradiente de pH de 3 a 10. Las muestras se sometieron a electroforesis a 16-20 kV/h

durante 5 horas en el IPGphor (GE Healthcare).
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Posteriormente, las tiras se colocaron durante 10 min en el amortiguador de equilibrio
reductor y alquilante (6 M urea, 75 mM Tris-HCI, pH 8.8, glicerol 29.3%, dodecil sulfato de
sodio 2% y azul de bromofenol 0.1%, 65 mM DTT, 135 mM iodoacetamida). Las proteinas se
separaron por su peso molecular en geles de poliacrilamida-SDS al 10% utilizando un
sistema estandar de electroforesis vertical (15 cm x 13 cm) (BIO-RAD). La electroforesis se
llevd a cabo manteniendo constante el voltaje a 100 voltios hasta que el frente de corrida
alcanzo el borde inferior del gel. Finalmente, los geles se tifieron con azul de Coomassie
coloidal G250 (BIO-RAD) (Figura 10).

Figura 10. (a y b) Incubacion de las tiras pre elaboradas para electroforesis, (c) camara de electroforesis con las tiras.
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Resultados
NUMERO DE DIAS PARA
GRUPO CARACTERISTICAS MUESTRAS SACRIFICIO
Grupo N NORMOGLICEMICAS 3 4
Grupo G HIPERGLICEMICAS 3 4
NORMOGLICEMICAS 3 2
Grupo NS CON ESTRES 3 4
MECANICO 3 6
HIPERGLICEMICAS 3 2
Grupo GS CON ESTRES 3 4
MECANICO 3 6

Tabla 4. Grupos y sus caracteristicas, el nimero de ratas por grupo y dia de sacrificio.

En este trabajo se realizaron los geles en una dimension de todas las muestras de los
diferentes grupos que se pueden observar en la parte de abajo. Al no encontrar diferencias
dentro de los mismos grupos por dia se analizaron las muestras de los grupos de estudio de
4 dias, los mismos que se utilizaron para los dos tipos de electroforesis (en una y dos

dimensiones).

Por otro lado, los geles en una dimensién se realizaron para ver la pureza de las muestras y
reconocer si habia cambios entre cada grupo de rata analizada y sus controles. Lo que se
encontré fue que no habia diferencias significativas entre las muestras de cada grupo y la

pureza de las diferentes muestras fue aceptable.

En la figura 11 se observan diferentes paneles que presentan los patrones electroforéticos
de proteinas extraidas de hueso en diferentes condiciones y donde podemos observar que
las ratas normales versus las hiperglicémicas mostraron un patrén similar pero con algunas
bandas diferencialmente expresadas (Figura 11 A). Mientras la figura 11B presenta las
proteinas correspondientes a hueso de ratas normales sometidas a estrés mecanico. La
figura 11C por su parte muestra el perfil de proteinas de hueso de rata hiperglicémicas y

sometidas a estrés mecanico. Finalmente, la Figura 11 D muestra las proteinas extraidas de
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suero proveniente de ratas que representan cada una de las condiciones anteriores y donde

se pueden observar diferencias menores particularmente en las muestras C10 y E23.

Figura 11. Se observan bandas de los geles correspondientes a los diferentes grupos de ratas que se
analizaron, entre ellas estan las muestras de hueso y suero.

Por otro lado, la tabla 5 muestra las condiciones que tenian las ratas escogidas para analizar
los perfiles proteicos en una y en dos dimensiones asi como las diferentes condiciones a las
que fueron sometidos los huesos de los diferentes grupos de ratas.

N. de Dias con buffer/stz y
Muestra Rata Alteracion su sacrificio

Grupo N (normoglicémica) N 3  Solo con buffer

Grupo G (hiperglicémica) H6 Diabetes stz

Grupo NS (normoglicémicacon | C 11 Con aparato
estrés)

Grupo GS (hiperglicémica con E22 Con aparatoy
estrés)

diabetes stz

Tabla 5. Se muestra el grupo y el numero de rata a 4 dias para el sacrificio utilizadas para los dos

tipos de electroforesis uni y bidimensional.
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kDa N G NS GS

Figura 12. Representa la comparacion de los perfiles de proteinas en
una dimension de cada uno de los grupos de hueso de ratas analizadas.

Grupo N Grupo G Grupo NS Grupo GS

Figura 13. Representa los perfiles de proteinas en una dimension de
cada uno de los grupos de hueso de ratas analizadas.



Obtencion de un perfil de proteinas en hueso alveolar de ratas diabetizadas

con STZ bajo un estrés mecanico. s
Flores Oscos Carla Cecilia

Electroforesis en dos dimensiones

Perfil proteico del grupo N

Las electroforesis en dos dimensiones fueron analizadas utilizando el software libre Melani el

cual nos permitié cuantificar las proteinas totales de las muestras.

En el caso del grupo N (Normoglicémicas) se cuantificaron un total de 26 manchas proteicas
mayoritarias (observadas a simple vista después de la tincién de los geles con azul de
Coomassie) las cuales se encontraron en un rango de pH de 3 a 10 y en un rango de peso
molecular de 10 a 250 kDa. Por otro lado, para poder observar la presencia de otras
proteinas de menor expresion y dificiimente visualizadas a simple vista (proteinas
minoritarias) se empleo el software libre llamado Melani 7.0 el cual nos permitié detectar un
mayor numero de las proteinas que conforman el proteoma del grupo N. En este analisis
pudimos detectar un total 41 manchas proteicas (proteinas totales). Nuevamente, estas se
encontraron en un pH de 3 a 10 y en un rango de peso molecular de 10 a 250 kDa. En este
perfil, la mayoria de las proteinas se encontraron en un rango de pH 7-10, con algunas

proteinas acidas y basicas (Fig.14).

Figura 14. Perfil de proteinas totales del grupo N (Normoglicémicas). Las proteinas de este

grupo se analizaron mediante electroforesis bidimensional. La primera dimensiéon o
isoelectroenfoque se realizd en tiras pre-elaboradas (GE Healthcare) de pH de 3 a 10.

Posteriormente, la segunda dimension se llevé a cabo en PAGE-SDS al 10%. Los geles se
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tineron con azul de Coomassie coloidal (G250) y fueron digitalizados. Este perfil mostro 26
manchas mayoritarias y 41 totales. Finalmente en este gel se pueden observar proteinas
que posiblemente solo se expresan en esta muestra (flechas rojas) y los puntos que también

se encuentran en otros perfiles se encuentran senalados con flechas negras.

Perfil proteico del grupo G

En este caso, se cuantificaron un total de 30 manchas proteicas mayoritarias las cuales se
encontraron en un rango de pH de 3 a 10 y en un rango de peso molecular de 10 a 250 kDa.
Al emplear el software Melani para detectar las proteinas minoritarias, se detectaron 43
manchas proteicas (proteinas totales). Nuevamente, estas se encontraron utilizando los
mismos parametros descritos anteriormente (Figura13). En este perfil se puede observar que
la mayoria de las proteinas se encuentran en un pH entre 4 y 8 un peso molecular de entre

10 y 150kDa con algunas proteinas acidas y basicas (Figura.15).

Figura 15.Perfil de proteinas totales del grupo G de ratas (hiperglicémicas). Las proteinas

de este grupo se analizaron mediante electroforesis bidimensional. La primera dimensién o
isoelectroenfoque se realizd en tiras pre-elaboradas (GE Healthcare) de pH de 3 a 10.
Posteriormente, la segunda dimension se llevd a cabo en PAGE-SDS al 10%. Los geles se
tineron con azul de Coomassie coloidal (G250) y fueron digitalizados. Este perfil mostro 30

manchas mayoritarias y 43 totales. Finalmente en este gel se pueden observar proteinas
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qgue posiblemente solo se expresan en esta muestra (flechas rojas) y los puntos que también
se encuentran en otros perfiles se encuentran sefialados con flechas negras asi como un

barrido que impide ver de manera integra el perfil de proteinas.

Perfil proteico del grupo NS

En este caso, se cuantificaron un total de 33 manchas proteicas mayoritarias las cuales se
encontraron en un rango de pH de 3 a 10 y en un rango de peso molecular de 10 a 250 kDa.
Al emplear el software Melani para detectar las proteinas minoritarias, se detectaron 63
manchas proteicas totales. En este perfil se puede observar que la mayoria de las proteinas
se encuentran en un pH entre 5y 7 un peso molecular de entre 10 y 150kDa con algunas

proteinas acidas y basicas (Figura.16).

Figura 16.Perfil de proteinas totales del grupo NS de ratas (Normoglicémicas con estrés

mecanico). Las proteinas de este grupo se analizaron mediante electroforesis
bidimensional. La primera dimensién o isoelectroenfoque se realizé en tiras pre-elaboradas
(GE Healthcare) de pH de 3 a 10. Posteriormente, la segunda dimension se llevd a cabo en
PAGE-SDS al 10%. Los geles se tifieron con azul de Coomassie coloidal (G250) y fueron
digitalizados. Este perfil mostro 33 manchas mayoritarias y 63 totales. Finalmente en este
gel se pueden observar proteinas que posiblemente solo se expresan en esta muestra
(flechas rojas) y los puntos que también se encuentran en otros perfiles se encuentran

sefalados con flechas negras.
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Perfil proteico del grupo GS

En este caso, se cuantificaron un total de 38 manchas proteicas mayoritarias las cuales se
encontraron en un rango de pH de 3 a 10 y en un rango de peso molecular de 10 a 250 kDa.
Al emplear el software Melani para detectar las proteinas minoritarias, se detectaron 72
manchas proteicas totales. En este perfil se puede observar que la mayoria de las proteinas
se encuentran en un pH entre 7 y 10 un peso molecular de entre 10 y 150kDa con proteinas

mayoritariamente basicas (Figura.17).

Figura 17.Perfil de proteinas totales del grupo GS de ratas (hiperglicémicas con estrés

mecanico). Las proteinas de este grupo se analizaron mediante electroforesis
bidimensional. La primera dimensién o isoelectroenfoque se realizé en tiras pre-elaboradas
(GE Healthcare) de pH de 3 a 10. Posteriormente, la segunda dimension se llevé a cabo en
PAGE-SDS al 10%. Los geles se tifieron con azul de Coomassie coloidal (G250) y fueron
digitalizados. Este perfil mostro 38 manchas mayoritarias y 72 totales. En este gel se pueden
observar proteinas que posiblemente solo se expresan en esta muestra (flechas rojas) y los
puntos que también se encuentran en otros perfiles se encuentran sefialados con flechas

negras.
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Figura 18. Fotografias editadas con ayuda del programa MELANI, donde observan las
proteinas totales asi como las proteinas que posiblemente estan siendo compartidas por
mas de una muestra en diferentes condiciones, aqui podemos ver que se encuentran
senaladas las proteinas que son compartidas entre algunos perfiles y en color rojo las que

se expresan solo por esa muestra en especifico.
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MUESTRA NUM. DE PROTEINAS NUM. DE PROTEINAS
MAYORITARIAS TOTALES
Fig 17 Fig 18
GRUPO N
(normoglicemicas)
GRUPO G
(hiperglicemicas)

GRUPO NS

(normoglicemicas con estrés)
GRUPO GS

(hiperglicemicas con estrés)

Cuadro 3. Numero de proteinas mayoritarias (simple vista) y proteinas totales ( software MELANI)

Grupo N de suero
3 pH 10

Figura 19. Gel en dos dimensiones, Suero de hueso de rata normoglicémica (N). En el
gue se observa que las manchas proteicas estan concentradas en un pH neutro entre
20y 100 kDa.
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Grupo GS de suero
3 pH 10

Figura 20. Gel en dos dimensiones, Suero de hueso de rata hiperglicémica
con estrés (GS). En el que se observa que las manchas proteicas estan
concentradas en un pH neutro entre 25y 75 kDa.

Posible identidad de proteinas en base a su peso molecular y punto isoelectrico

Dado que los perfiles proteicos aqui mostrados nos permiten analizar de manera
independiente a cada proteina y sugerir su identidad en base a su punto isoelectrico y peso
molecular es que nos dimos a la tarea de investigar algunas proteinas que previamente han
sido estudiadas en tejido 6seo y que posiblemente las tenemos en los diferentes geles

mostrados a continuacion.
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GRUPO N

kDa

Osterix

RUNx2

Figura 21. En el gel de dos dimensiones del Grupo N (Normoglicémica) se
encuentran las siguientes proteinas: Colagenasa, Colageno tipo |, Catepsina K,
Osteocalcina, IGF, RUN x2 y Osterix.
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GRUPO G

kDa

TRAP

Figura 22. En el gel de dos dimensiones del Grupo G (hiperglicémica) se encuentran: Colagenasa,
Colageno tipo I, Osteonectina, Trombospondina, Decorina, Catepsina K, IGF y TRAP
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GRUPO NS pH
kDa

Osterix

Figura 23. En el gel de dos dimensiones del Grupo NS (normoglicémica con
estrés) se encuentran: Colagenasa, Colageno tipo |, Sialoproteina, Biglicanos,
Catepsina K, Esclerostina, Osteocalcina, IGF y Osterix.
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GRUPO GS pH
kDa

Osterix

k

TRAP

RUN

Figura 24. En el gel de dos dimensiones del Grupo GS (hiperglicémica con
estrés) se encuentran: Colageno tipo I, Sialoproteina, TGF- B, Biglicanos,
Decorina, Catepsina K, Esclerostina, FGF, Osteocalcina, IGF, Osterix, TRAP y
RUNx2
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GRUPO N GRUPO G GRUPO NS GRUPO GS
(Normoglicémicas) (Hiperglicémicas) (Normoglicémicas con (Hiperglicémicas con
estrés) estrés)
COLAGENASA COLAGENASA COLAGENASA
COLAGENO 1 COLAGENO 1 COLAGENO 1 COLAGENO 1
CATEPSINA K CATEPSINA K CATEPSINA K CATEPSINA K
OSTEOCALCINA OSTEOCALCINA OSTEOCALCINA
IGF IGF IGF IGF
RUNX2 RUNX2
OSTERIX OSTERIX OSTERIX
OSTEONECTINA
TROMBOSPONDINA
DECORINA DECORINA
TRAP TRAP

SIALOPROTEINA

SIALOPROTEINA

BIGLICANOS

BIGLICANOS

ESCLEROSTINA

ESCLEROSTINA

TGFB

FGF

Tabla 6. Comparacioén de las proteinas 6seas expresadas en cada gel.
Analisis de resultados

Aunque todos los perfiles comparten varias proteinas el Grupo N y GS tienen un parecido
mayor asi como el Grupo G y NS. Los perfiles son semejantes, sin embargo, muestran
diferencias en las proteinas de acuerdo a su peso molecular y punto isoeléctrico, también

hay diferencias en la cantidad de proteinas.

En las proteinas estimadas se puede analizar de acuerdo a la literatura que los geles del
Grupo GS asi como del Grupo NS expresan una mayor cantidad de proteinas formadoras de
hueso en comparaciéon al Grupo G, el gel del Grupo N expresa proteinas de formacion y

resorcion.
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Discusion

La diabetes mellitus tipo 1 (DM1) es una enfermedad cronica que afecta a mas de 6 millones
de mexicanos, siendo la primera causa de muerte en mujeres y la segunda en hombres”.
Esta enfermedad se clasifica dentro de las enfermedades metabdlicas multifactoriales.
Cuando la enfermedad se encuentra desarrollada en los pacientes, estos son dependientes

de insulina.?

A nivel oral, los pacientes que la padecen suelen disminuir su masa 6sea y elevar el riesgo a
fracturas y a desarrollar enfermedad periodontal.® El modelo de induccién de diabetes a
partir de la administracion de estreptozotocina por via intraperitoneal en los animales de
experimentacion no permitié reproducir las caracteristicas de la diabetes tipo .*En el
presente trabajo nosotros tratamos de estandarizar la extraccion de proteinas de hueso de
rata, ya que al hacer una busqueda, en buscadores cientificos como lo es NCBA no se
encontré perfil alguno. La extraccion se realizé procurando afectar o menos posible la
integridad de las proteinas basandonos en una extraccion selectiva.®® Una vez logrado este
reto se procedié a realizar electroforesis en una dimensién donde se obtuvieron los
diferentes patrones para cada uno de los grupos ratas analizadas. En donde se destacan los
siguientes datos, de manera general todos los perfiles presentaron bandas entre 10 y 250
kDa, y la mayoria de las bandas se concentraron entre los pesos de 50 y 75 kDa, todos las
muestras presentaron dos bandas entre 150 y 250 kDa, en los grupos con hiperglicemia se
observé una banda sobre expresada de aproximadamente 50 kDa. Posteriormente se
estandarizo la purificacion de proteinas para realizar electroforesis en dos dimensiones
donde se trataron de obtener los perfiles de proteinas y lo que se observo fue la baja
resolucion de algunas proteinas pero también algunos barridos dentro de los geles
posiblemente por la alta concentracion de sales. Tras realizar el conteo de cada mancha
mostrada en cada perfil y con ayuda del programa Melani se detectd que las ratas normales
(N) presentaron 41 manchas, las ratas hiperglicémicas (G) un total de 43, las ratas normales
con estrés (NS) 63 y las hiperglicémicas con estrés (GS) 72.
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Lo que pudimos encontrar al observar estos perfiles en dos dimensiones, fue lo siguiente;
hay gran cantidad de proteinas que se comparten entre perfiles, pero también hay manchas
que solo se expresan bajo una condicion especifica, también pudimos observar que en el
perfil del grupo de ratas normales (N) la mayoria de las proteinas se encuentran en un pH
cargado hacia lo basico al igual que el grupo de ratas hiperglicémicas con estrés (GS) pero
en este ultimo se destaca que hay gran numero de proteinas en un rango de pH 10. Por otro
lado, el perfil de las ratas normales con estrés (NS) mostro proteinas acidas mientras que el
grupo de ratas hiperglicémicas (G) mostro un perfil barrido pero se alcanza a observar que la

mayoria de las proteinas tienen un pH neutro.

Con el fin de dilucidar los mecanismos involucrados en los procesos de hiperglicemia y
estrés se decididé analizar por espectrometria de masas las proteinas sobre expresadas o
bien que solo se ven bajo una condicidon exclusivamente (identidades pendientes por

obtener).

Por otro lado, con el fin de detectar si existen proteinas circulantes en la sangre producidas
por el hueso en condicién de hiperglicemia y estrés fue que se obtuvo el perfil de proteinas
de suero proveniente de este grupo de ratas (GS) asi como de su control (N). En este
experimento no se logré detectar ninguna proteina presente en la muestra de hueso y que
estuviera también en el suero. Y cuando se hizo la comparacion entre sueros estos fueron

muy similares.

Por otro lado, como se pudo observar previamente en la revision de moléculas que
posiblemente estan siendo expresadas en estos perfiles, se destaca la presencia de tres
proteinas relevantes como son las proteinas TRAP, RUNX2 y OSTERIX. Lo que pudimos
observar fue que la proteina TRAP en nuestros perfiles testigo (N, NS) no se expreso, sin
embargo si fue observada en condiciones de glicemia con y sin estrés y una vez analizada la
literatura al respecto se ha observado que TRAP esta involucrada en la perdida de hueso en
una fase temprana de la diabetes® y podria considerarse como un biomarcador en
pacientes con diabetes, ®trabajos in situ muestran su presencia en osteoclastos durante la
resorcién 6sea '' en sitios alrededor de los bordes de resorcion.”?Finalmente, la expresion

de TRAP se incrementa en ciertas condiciones patolégicas.”
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Por otra parte, también observamos la posible presencia del factor de transcripcion RUNX2 y
OSTERIX los cuales mostraron estar presentes en tejido 6seo normal y en el hueso de ratas
hiperglicémicas con estrés. En este sentido, la literatura muestra que estos factores
determinan el linaje osteoblastico de células madre mesenquimales lo que corresponderia su
presencia en tejido 6seo normal y tejido 6seo alterado en busca de atenuar el dafio.”Datos
actuales muestran que RUNX2 y OSTERIX responden al estimulo de factor de crecimiento
fibroblastico (FGF2) e insulina a través de la via de sefalizacion de BMP-2 (proteinas

morfoldgica de hueso).”

Conclusion

Una vez hecho el analisis por medio de geles en una y dos dimensiones pudimos observar la
presencia de algunas proteinas sumamente relevantes en el desarrollo de la diabetes,
resorcion Osea, desarrollo y diferenciacion de células osteblasticas. Asi como el hecho de
que el modelo de DM1 aqui empleado fue de gran ayuda para lograr un analisis profundo de

esta enfermedad y su repercusion en el hueso de ratas diabetizadas.

En los casos de hiperglicemia con y sin estrés asi como en sus controles, se observaron
manchas con expresion diferencial y un aumento o disminucion en la cantidad de expresion
proteica (la hiperglicemia disminuye la expresion de proteinas en el hueso alveolar). Con lo
cual podemos sugerir que el aparato influye en la sobre expresion de las proteinas. Ya que

la tensidon generada en el hueso expresa una cantidad mayor de proteinas.
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Anexo

GRUPO FECHA #RATA Glucosa Peso Glucosa Peso Sacrificio
Inicial Inicial Final Final
8/03/2016 1 89mg/dl  269gr  87mg/dl 270gr 4 Dias
Grupo N
Normoglicsmicas  8/03/2016 2 76mgldl  287gr 90mg/dl  298gr @
8/03/2016 3 80mg/dl  278gr 95mg/dl  294gr >
Grupo G 8/03/2016 4 121mg/dl  300gr  Himg/dl 326gr 4 Dias ;JE
. N >
H'per%'}:;m'cas 8/03/2016 5  559mg/dl 287gr Himg/dl  284gr 2
8/03/2016 6  93mg/dl  303gr Himg/dl  306gr
8/03/2016 7 79mg/dl  304gr 95mg/dl  244gr 6 Dias
_ EED e 8/03/2016 8  83mg/dl  309gr 85mg/dl  221gr
(]
E 8/03/2016 9  7img/dl  301gr 88mg/dl  270gr
o 8/03/2016 10 85mg/dl  251gr 93mg/dl  270gr 4 Dias
2 Grupo NS 8/03/2016 11 81mg/dl  281gr 92mg/dl  214gr
c
S 8/03/2016 12 73mg/dl  268gr 79mg/dl  298gr
§ 13/05/2016 13 84mg/dl 228gr  84mg/dI 255gr 2 Dias
a Grupo NS %
© 13/05/2016 14 78mg/dI 225gr  78mg/dI 244gr 8
13/05/2016 15  77mgldl  224gr  84mg/dl  309gr z
13/05/2016 16  Himg/dl  302gr Himg/dl 258gr 6 Dias %
9 Grupo GS 13/05/2016 17  Himg/dl  307gr Himg/dl  304gr g
3 13/05/2016 18  Himg/dl  299gr Himg/dl  265gr
§ p 13/05/2016 19 411mg/dl  310gr 551mg/dl 277gr 4 Dias
(
Q3  CGrupoGs 13/05/2016 20  Himg/dl  306gr Himg/dl  297gr
K
ﬁ X 13/05/2016 21  Himg/dl  305gr Himg/dl  231gr
e 13/05/2016 22  416mg/dl 308gr Himg/dl  264gr 2 Dias
8 Grupo GS
a 13/05/2016 23  439mg/dl  311gr  597mg/dl  309gr
(L]

13/05/2016 24 286mg/dl  312gr  Himg/dl 311gr

Tabla 2 (b). En esta tabla se observa el peso y glucosa inicial (después del buffer o
estreptozotocina) y final (sacrificio) de las 24 ratas, asi como el nUmero segun su
grupo, y el dia de su sacrificio.
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