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ESTUDIO DE LA PARTICIPACION DE LA MITOCONDRIA Y DE LA PROTEINA
P53 EN LA MUERTE DE LAS CELULAS DE INSULINOMA INDUCIDA POR
CONCENTRACIONES ELEVADAS DE GLUCOSA.

Clara Ortega Camarillo
Universidad Auténoma Metropolitana, 2005.

RESUMEN

El mecanismo mediante el cual la hiperglucemia induce la apoptosis de las células 3
pancredticas no estd completamente entendido. Sin embargo, se sabe que la hiperglucemia
cronica promueven un estado de estrés oxidativo que activa a la proteina p53, la cual participa
en la regulacion de la supervivencia celular. El presente trabajo pretende conocer si el estrés
oxidativo generado por hiperglucemia esta relacionado con la apoptosis de las células
RINmSF via translocacion de p53 hasta la mitocondria. Con este propdsito se cultivaron
células productoras de insulina (RINm5F) en medio RPMI 1640-SFB 10%, en presencia de 11
6 30 mM de glucosa durante 30 minutos, 2, 4, 24 y 48 h. La apoptosis se evalu6 mediante
citometria de flujo por tincion de las células con anexina-V-FITC e ioduro de propidio (IP); de
forma adicional se analizd la integridad del DNA por electroforesis en gel de agarosa. Las
especies reactivas de oxigeno (ERO), asi como su origen se detectaron con la sonda 2°,7'—
diacetato de diclorodihidrofluoresceina (DCDHF-DA) en presencia de: rotenona 5uM
(inhibidor del complejo I mitocondrial), cccp 0.1uM (desacoplador de la fosforilacion
oxidativa) y apocinina 10uM (inhibidor de la NADPH oxidasa). Con el propdsito de conocer
la distribucion intracelular de p53 y la liberacion de citocromo ¢ se realizd un estudio por

“Western blot” y por microscopia confocal para lo cual se tifieron las mitocondrias con
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MitoFluor 589 y p53 con un anticuerpo especifico. Los cambios en el potencial de membrana
mitocondrial se estimaron mediante los cambios en la fluorescencia del colorante JC-1
(Estuche de R&D Systems). Los resultados demostraron que la concentracion alta de glucosa
a tiempos cortos (30 minutos, 2, 4 y 24 h), no es un estimulo suficiente para inducir apoptosis
en las células RINmS5F; ya que no se observaron cambios en el porcentaje de células positivas
a anexina V-FITC/negativas a IP (7.52+ 0.89 y 9.53+1.03, control y a las 24 h,
respectivamente) Un aumento significativo en esta poblacion celular (36+£11.3%) se observo
unicamente a las 48 h de cultivo con 30 mM de glucosa, estos eventos correlacionaron con la
fragmentacion oligonucleosomal del DNA proveniente de estas mismas células. Ademas se
observé un aumento de 2.5 veces con respecto al control (67.32+7.54 y 175.6£18.3
respectivamente) en la produccion de ERO de origen mitocondrial, con una importante
contribucion por parte de la NADPH oxidasa en condiciones de alta glucosa. El analisis por
“Western blot” reveld la presencia de p53 en las mitocondrias y por microscopia confocal se
dtermind que esta proteina puede localizarse en las mitocondrias a partir de las 24 h de cultivo
con 30 mM de glucosa, con un incremento a las 48 h. Las modificaciones en la permeabilidad
mitocondrial se confirmaron por los cambios en la fluorescencia de JC-1 mediante
microscopia confocal y por la liberacion citosolica de citocromo c. Con base en estos
resultados podemos concluir que en condiciones de estrés ox.idativo por alta glucosa, la
proteina p53 se moviliza hacia la mitocondria e induce cambios en el potencial de membrana y

la liberacion de citocromo c, llevando finalmente a la apoptosis de las células RINmSF.
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A STUDY OF THE PARTICIPATION OF THE MITOCHONDRIA AND THE P53
PROTEIN IN THE DEATH OF INSULINOMA CELLS INDUCED BY HIGH
GLUCOSE CONCENTRATIONS
Clara Ortega Camarillo

Universidad Auténoma Metropolitana, december 2005.

ABSTRACT

The mechanism by which hyperglycemia induces pancreatic 3 cell apoptosis is not completely
understood. However, it is known that chronic states of hyperglycemia promote a state of
oxidative stress that activates the p53 protein which participates in cell survival. The aim of
this study was to find whether oxidative stress generated by hyperglycemia was the cause of
RINmSF cell apoptosis via the translocation of p53 to the mitochondria. In order to carry this
out, insulin producing cells (RINm5F) were cultured in RPMI 1640-SFB 10% medium in the
presence of 11 or 30 mM glucose for 30 minutes, 2, 4, 24 or 48 hours. Apoptosis was
assessed using flow cytometry through the staining of cells with annexin-V-FITC and
propidium iodide (PI). Additionally, DNA integrity was analyzed using electrophoresis in
agarose gel. The reactive oxygen species (ROS), as well as their origin, were detected using
dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCDHF-DA) in the presence of rotenone 5 uM
(mitochondrial complex I inhibitor), cccp 0.1 uM (de-coupler of oxidative phosphorylation)
and apocinine 10 uM (NADPH oxidase inhibitor). For the purpose of assessing intracellular
p53 distribution and the release of cytochrome ¢, a Western Blot test and confocal microscopy

was done for which the mitochondria were stained with MitoFluor 589 and p53 with a specific
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antibody. The changes in mitochondrial membrane potential were estimated through the
fluorescent changes of the JC-1 stain (R&D Systems Kit). The results demonstrated that short
term high glucose concentrations (30 minutes, 2, 4 and 24 hours) is not a strong stimulus for
inducing apoptosis in RINmSF cells, since no changes were detected in the percentage of cells
positive to annexin V-FITC/negative to PI (7.52 + 0.89 and 9.53 + 1.03, control and at 24
hours, respectively). A significant increase in this cell population (36 + 11.3%) was seen only
at 48 hours of incubating with glucose 30 mM. These events correlate with the DNA
oligonucleosomal fragmentation from these same cells. In addition, a 2.5 fold increase was
seen with respect to the control (67.32 + 7.54 and 175.6 £ 18.3, respectively) in the production
of mitochondrial ROS under hyperglycemic conditions with an important contribution of
NADPH oxidase system. The Western blot analysis showed the presence of p53 in
mitochondria, and by confocal microscopy, it was determined that this protein is located in
mitochondria within the first 24 hours of incubating with 30 mM of glucose, with further
increase at 48 hours. Modifications on mitochondrial permeability are confirmed by changes
in JC-1 fluorescence using confocal microscopy and the cytosolic release of cytochrome c.
Based on these results, we can conclude that under oxidative stress conditions due to
hyperglycemia, protein pS3 moves towards the mitochondria and induces changes in the
membrane potential and the release of cytochrome c, finally leading to the apoptosis of

RINmMSF cells.
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1.- INTRODUCCION
1.1.- Aspectos generales de la Diabetes

La diabetes es un grave problema de salud publica a nivel mundial, debido al aumento
en su incidencia, particularmente en los paises en vias de desarrollo o de reciente
industrializacion. En México, los datos presentados por la Encuesta Nacional de Salud del
2000, estimaron que existen alrededor de 3.6 millones de mexicanos mayores de 20 afios que
padecen diabetes con prevalencia del 7.5%, ligeramente mayor en las mujeres que en los
hombres a partir de los 50 afios. La diabetes es la tercera causa de mortalidad general desde
1997 y la primera causa en el grupo de 45 y 64 anos de edad. Anualmente se registran 210 mil
casos nuevos y se estima que por cada diabético que muere se detectan siete nuevos enfermos.
Estas alarmantes cifras se asocian a un cambio en la alimentacién y disminucion de la
actividad fisica cotidiana. La diabetes tipo 2 (DT2) es la mas frecuente en la poblacion y en
particular en la poblacion mexicana. Se ha identificado a la obesidad como factor de riesgo en
21.4% de la poblacion, asi como también un aumento de la prevalencia asociado al aumento
del indice de masa corporal y a la edad. Los pacientes viven en promedio 20 afos con la
enfermedad y se estima que por cada dos pacientes conocidos existe uno que no se ha
identificado. Actualmente es de preocupar el aumento que se observa en la prevalencia de
diabetes tipo 2 en nifios y jovenes (Zimmet et al., 2001).

La diabetes comprende un grupo heterogéneo de desordenes hiperglucémicos con
dependencia genética que afecta al metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas, bien por
falta de secrecion de insulina o por disminucion de la sensibilidad tisular a esta hormona
(Giogino et al., 2005). La diabetes esta asociada con complicaciones tardias como retinopatia,

neuropatia, nefropatia y problemas vasculares, siendo las causas principales de muerte
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asociadas con esta enfermedad, la falla renal, gangrena e infarto al miocardio (Tapia, 1999).

De acuerdo a la Sociedad Americana de Diabetes (ADA, 2004), la diabetes se ha
clasificado en 4 categorias principales con base en su fisiopatologia, destacando la diabetes
tipo 1 y 2 (Cuadro I). En la diabetes tipo 1 se presenta un proceso autoinmune que provoca la
destruccion progresiva y selectiva de las células B pancredticas, lo que conlleva a una
deficiencia absoluta de insulina. La diabetes tipo 2, en la mayoria de los casos, involucra un
estado prediabético que se caracteriza por una menor sensibilidad de los tejidos efectores a las
acciones de la insulina (musculo y tejido adiposo principalmente), que lleva a fallas para
internar la glucosa en respuesta a las concentraciones normales de esta hormona; este evento
se conoce como‘resistencia a la insulina™; las manifestaciones clinicas de la enfermedad
sobrevienen cuando las células B son incapaces de producir la cantidad extra de insulina para
contrarrestar la resistencia a esta hormona. Las causas de este tipo de diabetes son hasta ahora
desconocidas. Una de las caracteristicas mas notables de la diabetes, es la hiperglucemia,
aunque la DT2 y en menor grado la intolerancia a la glucosa, comunmente ocurren junto con
una coleccion de problemas bioquimicos que constituyen el denominado sindrome metabdlico
X, que incluye obesidad central, hipertension, aterosclerosis, hipertrigliceridemia y bajas
concentraciones de lipoproteinas de alta densidad-colesterol (HDL-colesterol) (Lebovitz,
1999).

La DT2 esta caracterizada por alteraciones en la secrecion de insulina. Investigaciones
recientes sugieren que una disminucion en la masa de células 3 puede contribuir a este efecto.
Analizando biopsias de tejido pancreético de sujetos sanos obesos y delgados, y de diabéticos,

se ha demostrado una disminucion en la masa de células § de los diabéticos. El mecanismo
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responsable de esta disminucion, es el incremento en la tasa de muerte por apoptosis (Butler et
al., 2003). La destruccién de las células B pancreaticas en cultivo con concentraciones
elevadas de glucosa, se ha asociado a la activacion de la apoptosis (Augstein et al., 1998;
Didac y Mandrup-Poulsen, 1998; Donath et al., 1999; Mandrup-Poulsen, 2001); por lo que los
estudios encaminados a detener la apoptosis pueden ser de gran importancia en la prevencion
y manejo de la diabetes.

La apoptosis constituye una medida fisiologica de eliminacion celular, bajo control
genético, que se caracteriza por colapso celular, condensacion de la cromatina y fragmentacion
del DNA. Las células apoptoticas son rdpidamente fagocitadas por células vecinas o
macrofagos, previniendo una reaccion inflamatoria. La apoptosis se ha propuesto como un
evento critico para mantener la homeostasis tisular, que asegura el estado de salud de los

organismos (Hengartner, 2000).

Cuadro I. Clasificacion de la Diabetes

Tipo de Diabetes Caracteristicas

1 - Destruccion total de células B
- Mediada por inmunidad idiopatica

2 - Resistencia a la Insulina
- Destruccion parcial de células 3

Otros tipos especificos - Defectos genéticos en la funcion de la célula B
- Defectos genéticos de la insulina
- Endocrinopatias
- Inducida por quimicos o farmacos
- Asociada a infecciones
Diabetes gestacional

(ADA, 2004).
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2. ANTECEDENTES
2.2.- Fisiologia de la célula B:

El pancreas humano cuenta con 1 a 2 millones de islotes de Langerhans, lo que
corresponde entre el 3 y 5% de la masa pancreatica total, éstos se encuentran distribuidos de
forma aparentemente aleatoria; cada islote mide aproximadamente 0.3 mm de didmetro; estan
organizados en torno a pequefios capilares, hacia los que vierten sus hormonas. La
localizacion de los islotes estd relacionada con su ontogenia, aquellos islotes relativamente
grandes en el raton estan claramente situados de forma adyacente al conducto pancreatico del
que se desarrollan en el feto. En el humano, el desarrollo de los islotes comienza a las 10
semanas de la gestacion y se cree que continua hasta la nifiez (Bonner-Weir, 2000). Los
islotes estan constituidos por 3 tipos fundamentales de células, alfa, beta y delta, que se
diferencian entre si por sus caracteristicas morfologicas y de tincion. Las células f3
representan entre el 60 y 80% de la totalidad, se localizan en el centro de cada islote y se
encargan de secretar insulina y amilina, esta ultima suele liberarse paralelamente a la insulina
aunque su funciéon no se conoce con certeza. Las células B son células altamente
especializadas que secretan insulina en respuesta a una gran variedad de estimulos, el mas
importante lo constituye la glucosa. Su funcion normal es dependiente de la expresion de un
grupo reducido de genes que permiten que responda de igual manera a un pequefio incremento
de la glucosa sanguinea, con la liberaciéon de una cantidad apropiada de insulina a la
circulacion (Jonas et al., 1999).

La masa de células B pancreaticas esta regulada por al menos cuatro mecanismos

independientes: (i) replicacion (mitosis de células existentes), (ii) tamafio, (iii) neogénesis
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(c€lulas B nuevas a partir de células epiteliales del ducto pancredtico) y (iv) apoptosis. La
suma de los tres primeros menos la tasa de apoptosis da como resultado la masa total de
células B pancredticas. La contribucion de cada uno de ellos es variable y puede cambiar en
los diferentes estados de la vida o bien cuando la masa de células 3 se adapta a los cambios
metabodlicos (Rhodes, 2005). En condiciones normales, justo después del nacimiento, hay un
incremento transitorio en la replicacion y neogénesis de las células 3, también se observa
apoptosis, probablemente necesaria para el arreglo final de los islotes pancreaticos. Debido a
que la tasa de apoptosis es baja, el resultado es un aumento neto en la masa celular; estos
eventos se han descrito en roedores (Bonner-Weir, 2000). Posteriormente, durante la nifiez y
la adolescencia la tasa de replicacion celular, la neogénesis y la apoptosis disminuyen de
forma importante. En el adulto, el tiempo de vida estimado para las células f, es de
aproximadamente 60 dias. En condiciones fisiologicas cerca de 0.5% de células 3
experimentan apoptosis, que se neutraliza por la tasa de replicacion y en menor grado por la
neogénesis. Normalmente, el tamafio de las células B es relativamente constante, por lo tanto
la masa celular a lo largo de la vida del adulto, también es constante; no asi en los tltimos
afios de la vida, donde se observa una disminucién en la masa de células B por un ligero
incremento en la apoptosis, lo que puede explicar parcialmente por qué las personas de edad
avanzada muestran mayor predisposicion a padecer diabetes tipo 2 (Rhodes, 2005). Las
células B conservan su capacidad de adaptacion a la carga metabolica, atin en condiciones de
obesidad y resistencia a la insulina, sin embargo llega un momento en el cual se presenta una
disminucién progresiva en la masa de las células B tanto en roedores como en humanos y que

coincide con el inicio de la diabetes tipo 2, ésta disminucion se debe al incremento en la tasa
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de apoptosis.

2.1.1.- Funcion mitocondrial

La mitocondria es un organulo citoplasmatico de caracteristicas muy especiales, quiza
debido a su posible origen endosimbidtico siendo un componente importante en la vida de la
célula. La hipotesis endosimbidtica del origen de la mitocondria se basa en la presencia de la
doble membrana que la rodea y de DNA circular mitocondrial, muy parecido al de las
bacterias. El DNA mitocondrial en el humano, contiene solamente 37 genes (16 569 pares de
bases), codifica para 13 polipéptidos, que son parte del complejo enzimatico de
multisubunidades de la cadena respiratoria. El genoma nuclear especifica el resto de
subunidades enzimaticas y otras proteinas mitocondriales; las cuales son sintetizadas en el
citosol e importadas a la mitocondria. El nucleo también controla la actividad transcripcional
del DNA mitocondrial a través de proteinas reguladoras como: el factor transcripcional
mitocondrial A, codificado por el mismo. EI DNA mitocondrial es muy susceptible a
mutaciones, debido a que posee unicamente secuencias codificantes y sus mecanismos de
reparacion son muy pobres; como consecuencia es muy sensible al estrés oxidante (Maechler
y Wolheim, 2001). Estructuralmente, la mitocondria presenta dos compartimentos bien
definidos, matriz y espacio intermembranal, delimitados por dos membranas, interna y
externa, con caracteristicas morfologicas y funcionales bien definidas (De Pierre y Ernster,
1997; Gray et al., 1999; Gottlieb 2000). En la matriz se localizan varias copias del genoma
circular mitocondrial (herencia de su pasado procarionta), ribosomas y numerosos complejos
enzimaticos necesarios tanto para las funciones energéticas, como para la expresion y

replicacion génica. El espacio intermembranal tiene un menor contenido proteico, en el que se
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localizan las enzimas que median el transito de sustancias entre la matriz mitocondrial y el
citosol. Del mismo modo, sus membranas presentan también diferencias significativas. La
membrana interna, caracterizada morfoldégicamente por presentar invaginaciones denominadas
crestas, presenta multitud de complejos enzimaticos (los componentes de la cadena
transportadora de electrones, la ATP sintasa) y proteinas que regulan el paso de metabolitos
(el transportador de nucledtidos de adenina), resultando especialmente impermeable a iones.
La membrana externa, a diferencia de la interna posee la proteina porina (Gray et al., 1999),
conocida en la actualidad como canal anidnico dependiente de voltaje (VDAC), el cual es
permeable, en condiciones fisioldgicas, al paso de iones y metabolitos con pesos moleculares

inferiores a 6000 daltones (Figura 1).

Matriz rmitocondrial

Ribosornas 70 5

Mermbrana externa

Mernbrana interna

Crestas mitocondriales

Figura 1.- Estructura de la mitocondria.
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La mitocondria constituye el centro en la vida y muerte de la célula.
Aproximadamente el 98% del oxigeno que respiramos es consumido por las mitocondrias, en
un proceso indispensable para la formacion de ATP, necesario para las funciones vitales de la
célula, como: mantenimiento del gradiente idnico transmembranal, sintesis de proteinas y
transporte de vesiculas. De forma adicional a la provision de ATP, la mitocondria participa en
eventos importantes de la fisiologia celular. Especificamente, en las células 3 pancreaticas, el
ATP y otros factores mitocondriales acompanian el acoplamiento del metabolismo de la
glucosa a la secrecion de insulina y como sensor de la tension de oxigeno en la caroétida y la
vasculatura pulmonar. Hace un par de décadas se observd que su presencia era necesaria para
la induccioén de muerte celular por apoptosis, por lo que actualmente se sita a la mitocondria
como el punto donde convergen diferentes vias de sefializacion para la apoptosis (Wang,
2001). Los cambios en la permeabilidad de las membranas de la mitocondria controlan la
liberacion de diversas proteinas como el citocromo c (cit ¢) y el factor inductor de apoptosis
(AIF), los que activan diferentes rutas de sefializacion necesarias para la induccion de la
muerte celular por apoptosis (Ortega-Camarillo et al., 2001). Ademas de las enzimas
necesarias para el metabolismo intermediario, la mitocondria alberga enzimas limitantes de la
biosintesis de esteroides, del grupo hemo y la anhidrasa carbdnica. Por lo que no es de
sorprender que las alteraciones en la funcion mitocondrial conduzcan al desarrollo de
enfermedades, a cambios sutiles en la fisiologia e incluso la muerte de la célula. Un niimero
creciente de estudios coloca a la disfuncion mitocondrial como el centro de diversas
patologias, principalmente en el corazén y en el sistema nervioso central, diabetes y

padecimientos relacionados con el envejecimiento (Olson et al., 2001) (Cuadro II).



30

Cuadro II.
Enfermedades y procesos relacionados con disfuncién mitocondrial.
Procesos neurodegenerativos: Parkinson
Alzheimer
Esclerosis aminotrofica lateral
Diabetes
Envejecimiento

Corazon, cerebro y rifion

Diabetes tipo mody

Una de las principales caracteristicas fisiologicas de la mitocondria es la generacion de
un potencial de membrana a través de su membrana interna, como consecuencia directa de
reacciones bioquimicas que constituyen la cadena respiratoria, el que es alimentado por el
metabolismo de substratos como el piruvato, algunos aminoacidos y los productos de la -
oxidacién de los acidos grasos que entran al ciclo de los acidos tricarboxilicos y mantienen el
estado reducido de las coenzimas dinucledtido de nicotinamida y adenina (NADH) y
dinucledtido de adenina-flavina (FADH;). La cadena respiratoria conduce los electrones que

eventualmente son transferidos al oxigeno, también se transfieren protones que cruzan la
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membrana interna mitocondrial, y generan un gradiente que se manifiesta en el potencial de
membrana mitocondrial, con un valor entre 150 - 180 mV, con carga negativa con respecto al
citosol. La energia de este potencial es utilizada para la produccion de ATP (Hicks y Medina,
2001).

El flujo de electrones a través de la cadena respiratoria mitocondrial se lleva a cabo por
4 complejos enzimaticos anclados a la membrana, junto con el citocromo ¢ y la ubiquinona Q
(CoQ). El NADH proveniente del ciclo de los acidos tricarboxilicos dona electrones al
complejo I, éste a su vez los transfiere a la CoQ, la cual también puede ser reducida por los
electrones donados por varias deshidrogenasas que contienen FADH,, como la succinato-
ubiquinona reductasa (complejo II). Los electrones de la CoQ son transferidos al complejo III.
Posteriormente pasan a través del citocromo c, al complejo IV y finalmente al oxigeno
molecular. La transferencia de electrones a través de los complejos I, III y IV generan un
gradiente de protones (voltaje) y gran parte de la energia de este gradiente, es utilizada para
producir ATP a través de la ATP sintasa (complejo V). Asi mismo esta energia puede ser
disipada en forma de calor a través de las proteinas desacoplantes (UCPs). Cuando hay una
sobrecarga de protones, el transporte de electrones en el complejo III se inhibe parcialmente y
promueve el retorno de electrones a la coenzima Q y su donaciéon al oxigeno molecular,
facilitando asi la produccion del anion superoxido (Figura 2) (Hicks y Medina, 2001; Duchen,
2004). Este proceso esta regulado no solamente por el suministro de substratos sino también
por Ca®", el cual incrementa la actividad de varias deshidrogenasas. Un aumento en las
concentraciones de Ca" intracelular, es dirigido a la mitocondria a través del transportador
unidireccional de Ca®", lo que asegura que los requerimientos energéticos de la célula se

cubran de forma adecuada. En la célula B, la glucosa favorece la entrada de Ca*" por
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activacion de la cadena respiratoria mitocondrial. El potencial de membrana mitocondrial

(Ay), conduce a la produccion de ATP y a la acumulacion de Ca”” en la mitocondria.

Por otro lado, las mitocondrias, gracias a su capacidad de internar Ca>" y precipitarlo
en forma de fosfatos, participan junto con el reticulo endopldsmico, las bombas idnicas y
canales localizados en la membrana celular, en la regulacion de los niveles citoplasmaticos de
Ca®" libre (Gray et al.,, 1999). Esto es un hecho de suma importancia, ya que el Ca*"
constituye una de las moléculas de sefializacion de mayor importancia fisioldgica, en diversos
procesos metabdlicos, incluyendo el mecanismo de secrecion de la insulina en las células 3

pancreaticas.
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Figura 2. Flujo de electrones y protones a través de los cuatro complejos de la cadena
respiratoria. La coenzima Q (CoQ) captura via los complejos I y II. El ubiquinol sirve como
un acarreador movil para los electrones y protones y pasa los electrones al complejo III, el
cual los transfiere a otro conector mévil, el citocromo c. El complejo IV pasa los electrones
del citocromo ¢ reducido al oxigeno. El flujo de electrones a través de los complejos I, Il y
IV se acompafia por uno de protones, que va desde la matriz hacia el espacio
intermembranoso. Cuando hay una sobrecarga de protones, el transporte de electrones en el
complejo III se inhibe parcialmente y promueve su retorno a la CoQ y su donacion al oxigeno

molecular, facilitando asi la produccion del anion superoxido.
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2.1.2. Mitocondria y Apoptosis

La apoptosis constituye un mecanismo fisioldgico mediante el cual son eliminadas las
células dafiadas, envejecidas y/o mutadas, también participa en otros procesos vitales como el
desarrollo embrionario, el control de la homeostasis y la regulacion del sistema inmunitario.
Ademas la apoptosis por exceso o defecto, estd involucrada en una amplia variedad de
procesos patoldgicos (proliferacion maligna) (Olson y Kornblut, 2001). Una diversidad de
eventos sefialan a la mitocondria como el efector principal de la apoptosis. Estos incluyen la
liberacion de activadores de caspasas como el citocromo ¢, cambios en el transporte de
electrones, pérdida del potencial de membrana mitocondrial, alteracion de mecanismos de
oxido-reduccion celular y la participacion de las proteinas pro y antiapoptdticas de la familia
Bcl-2.

En los ultimos anos la mitocondria ha recibido atencion especial por su participacion
en la fase efectora de la apoptosis. El interés se ha centrado alrededor de la apertura de
canales o poros de transicion mitocondrial y la liberacién de diversos factores proapoptoticos,
entre ellos el citocromo c. En la mayoria de los sistemas donde ocurre la apoptosis se observa,
en la membrana mitocondrial, la formaciéon de un canal de gran conductancia conocido como
poro PT. Su estructura y composicion no se conocen por completo, pero entre sus
constituyentes se encuentran proteinas de la membrana interna como el traslocador de adenina
nucledtido (ANT) y porinas o VDAC, que actuan en los sitios de contacto de la membrana
interna y externa, creando un canal a través del cual pasan moléculas < 1.5 kDa. La apertura
de este canal provoca la desregulacion de la mitocondria y pérdida del potencial

transmembranal, debido a un aumento de la osmolaridad de la matriz, haciendo que ésta se
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expanda y eventualmente se rompa y libere proteinas activadoras de caspasas, localizadas en
el espacio intramembranal hacia el citosol y el desacoplamiento de la cadena respiratoria, que
se reconoce como una falla temprana de muerte, donde participan diversos factores como la
via de sefializacion de la ceramida. Los oxidantes y los aumentos patologicos de Ca*’
citosolico pueden también inducir la ruptura de la membrana externa de la mitocondria (James
y Murphy, 2002).

Por otro lado, informes recientes sugieren que los cambios mitocondriales estan bajo el
control de los productos génicos de bcl-2. Se han establecido modelos con liposomas que
llevan los canales VDAC, en los que se demuestra que las proteinas proapoptoticas Bax y Bak
aceleran la apertura de los canales VDAC y permiten la salida de citocromo ¢, mientras que
las proteinas antiapoptoticas Bel-2 y Bel-xp cierran estos canales por union directa con Bax y
Bak. La explicacion de ello es que durante la interaccion de VDAC con Bax y Bak ocurren
cambios conformacionales, formando un megacanal que permite la salida de citocromo ¢
(Adams y Cory, 1998). El cual al interactuar con Apaf 1 y la procaspasa 9 forman el
apoptosoma en los vertebrados, resultando en la activacién de la caspasa 9; unicamente
después de este proceso la caspasa 9 puede activar otras caspasas, como la caspasa 3, y de esta
manera desencadenar la cascada proteolitica esencial para la apoptosis. Las mitocondrias de
algunas células también liberan al factor inductor de apoptosis (AIF), una flavoproteina que se
transloca hasta el nticleo e induce la condensacion de la cromatina y fragmentacion del DNA a
gran escala (Wang, 2001). No obstante, algunos estudios demuestran que la liberacion de
citocromo c y la activacion de las caspasas puede ocurrir antes de que se detecte la pérdida del
potencial transmembranal de la mitocondria. Esto sugiere que hay mecanismos diferentes que

regulan la permeabilidad de las membranas interna y externa de la mitocondria (Bernardi et



36

al., 1999).

El hecho que Bcl-2 se localice en la membrana mitocondrial ha permitido pensar que la
funcidn antiapoptodtica de Bel-2 podria relacionarse con el mantenimiento de la integridad de
la membrana mitocondrial y, en un sentido mas amplio, en regular los procesos de trafico
intracelular. En este contexto, cabe destacar que la cooperacion de Bel-2 con c-myc inhiben la
translocacion de p53 desde el citoplasma al nucleo, durante la fase GO/G1 del ciclo celular,

periodo en el que la célula es susceptible a la induccion de apoptosis (Ryan et al., 1994).

2.1.3.- Secrecion de insulina

Las concentraciones de insulina estin normalmente determinadas por un sistema de
retroalimentacion responsable de mantener los niveles de glucosa sanguineos. La respuesta de
las células B pancreaticas a la glucosa estd determinada por la sensibilidad de los tejidos
periféricos a la accion de insulina. Los sujetos con resistencia a esta hormona tienen una tasa
de secrecion elevada y, por lo tanto, los niveles también se encuentran altos con respecto a los
sujetos sensibles a la accion de insulina. La insulina también se secreta en respuesta a
aminoacidos, acidos grasos y la magnitud de respuesta estda modulada por una gran variedad
de factores neurales (Sistema auténomo simpatico y parasimpatico) y hormonales (glucagon,
polipéptido inhibidor gastrico y la somatostatina), siendo la glucosa, el estimulo principal
(Maechler et al., 1999).

La secrecion de insulina muestra una respuesta muy rapida a la glucosa y un perfil

pulsatil complejo. El incremento en la secrecion de insulina después de la administracion
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intravenosa de glucosa es virtualmente instantineo; de igual manera ocurre en un intervalo de
minutos después de la ingesta de glucosa. El perfil temporal de secrecion de insulina consiste
en pulsos de amplitud pequenia que se presentan entre 5 y 10 min, seguido por oscilaciones de
mayor amplitud, entre 1 y 2 h (Webb et al., 2001).

Las células B controlan la homeostasis de la glucosa en los vertebrados mediante la
secrecion de insulina por un mecanismo altamente regulado. La insulina se almacena en
vesiculas secretoras, las cuales son liberadas en respuesta a concentraciones elevadas de Ca2+,
como resultado de la apertura de los canales de Ca’" dependiente de voltaje (Ashcroft y
Rorsman 2004). El acoplamiento estimulo-secrecion tiene lugar en el orden de segundos a
minutos e implica un aumento en la produccion de ATP proveniente del metabolismo de
glucosa. Las células B también responden a la glucosa a largo plazo (minutos a horas) por un
incremento en la traduccion y biosintesis de proinsulina en el reticulo endoplasmico. Las
alteraciones en este proceso disminuyen la producciéon de insulina y son un factor
determinante para la presentacion de DT2 (Satiel y Kahn, 2001).

En presencia de glucosa hay un aumento de las vias glucoliticas y por lo tanto de las
coenzimas reducidas NADH y FADH,, las cuales favorecen un aumento en la produccion de
ATP a través de la cadena respiratoria mitocondrial y de la relacion ATP/ADP. Esta
condicion induce el cierre de los canales de K sensibles a ATP (KaTp), con una subsecuente
despolarizacion de la membrana plasmatica, la activacion de los canales de Ca®" dependientes
de voltaje y un aumento intracelular de Ca®" necesario para la activacion de la exocitosis de
los granulos de insulina (Webb et al., 2001). El incremento de Ca*" citosélico activa a la

calmodulina, la cual a su vez induce la fosforilacion de miosina y tubulina, quienes favorecen
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el movimiento y fusion de los granulos de insulina con la membrana plasmatica (Meglasson y
Matschinsky, 1986) (Figura 3). Las alteraciones en este proceso conducen a una reduccion en
la produccion de insulina, un factor muy importante y caracteristico en el desarrollo de DT2,
esto sugiere que la célula B en el diabético es incapaz de sintetizar cantidades suficientes de

insulina (Maechler et al., 1999; Webb et al., 2001).

Célula B

Ca*

Figura 3. Mecanismo de secrecion de insulina en respuesta a glucosa. La glucosa se
metaboliza a través de la glucolisis y es convertida en piruvato, el cual entra al TCA y provee
los equivalentes reductores a la cadena respiratoria, aumentando la produccion de ATP, y el
cierre de canales Karp, despolarizacion de la membrana y apertura de canales de Ca™ el

2+ . . . . .
aumento de Ca” es esencial para la exocitosis de insulina.
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2.2.- Estrés oxidante
2.21.- Especies reactivas de oxigeno y estrés oxidante

El término radical libre se aplica a especies quimicas que contienen uno 0 mas
electrones no apareados, ya sea por pérdida o ganancia de ellos. La presencia de electrones no
apareados modifica la reactividad quimica de un 4tomo o de una molécula y la hace
generalmente mas reactiva que su correspondiente “no radical”. Sin embargo, la reactividad
quimica de los diferentes tipos de radicales libres es muy variable (Zentella y Saldafia, 1996).

La mayoria de los radicales libres de interés bioldgico son los derivados del oxigeno,
también llamados “especies reactivas de oxigeno” (ERO). La mitocondria ha sido propuesta
como su fuente principal. Como se mencioné antes, de forma paralela a la reduccion del O,
hasta H,O por la citocromo ¢ oxidasa en la cadena transportadora de electrones, tiene lugar la
reduccion, no enzimatica y monoelectronica del O, molecular, dando lugar a la formacion de
anion superoxido (O;7). Se estima que mas del 1% del flujo de electrones mitocondriales
conduce en condiciones normales, a la formacion de este radical, por lo que, cualquier
alteracion en el transporte de electrones aumenta de forma importante su produccion. De
forma adicional, el anién superoxido puede dar origen a otras especies reactivas como el
perdxido de hidrogeno (H,0,), el radical hidroxilo (HO") y el peroxinitrito (ONOQO") (Figura 4)
(Medina-Navarro y Hicks, 2001).

Existen otras fuentes de ERO en el organismo, por ejemplo el O, se produce durante la

fagocitosis y es parte del mecanismo utilizado para la destruccion de microorganismos
extrafios (Zentella y Saldafia, 1996). El radical HO se produce como consecuencia de la

interaccion de las radiaciones electromagnéticas con baja longitud de onda con el agua o por el
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rompimiento del ONOOH vy por la reaccion de Fenton. Este radical tiene la propiedad de

interactuar practicamente con cualquier molécula.

MnSOD \ /
1
1
v

e
\
H,O
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Figura 4.- Especies reactivas de oxigeno. El anidon superoxido puede dar lugar a la

formacion de otras especies reactivas de oxigeno y de nitrogeno. En este esquema también se

muestran los sistemas antioxidantes.

Las especies reactivas de oxigeno generadas por el metabolismo normal existen en
. . 4 -9 .. . ..
concentraciones muy bajas, de 1x10™ a 1x10™ M; no viajan muy lejos de los sitios en los que

se forman, debido a que su vida media no sobrepasa los microsegundos. Cuando las ERO
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reaccionan con una molécula, pueden dar origen a otras especies reactivas y desencadenar una
reaccion en cadena autocatalitica, por ejemplo durante la peroxidacion de los acidos grasos
poliinsaturados, de tal manera que la especie reactiva secundaria y los productos de la
degradacion oxidativa tienen efectos amplificados a distancia del sitio de origen (Zentella y
Saldafia, 1996).

Las ERO tienen una funciéon muy importante en diversos procesos bioldgicos, por
ejemplo, son parte de la cascada de eventos relacionados con la acciéon antimicrobiana de las
células fagociticas (neutr6filos, monocitos, macréfagos, eosinofilos), via la NADPH oxidasa.
Ademas estan involucrados en una gran variedad de vias de sefalizacion celular, actuando en
algunas instancias como segundos mensajeros de ligandos especificos; incluyendo el factor de
crecimiento transformante [, factor de crecimiento derivado de plaquetas, angiotensina II, el
factor de crecimiento de fibroblastos y endotelina, entre otros. Las ERO también participan en
la regulacion de algunos factores de transcripcion, como el NF-xB (Szewczyk y Wojtczak,
2000). Sin embargo un exceso en la produccion de estas especies reactivas es capaz de oxidar
diversas biomoléculas (lipidos, carbohidratos, proteinas y acidos nucleicos) y promover de
esta manera el dafo tisular y la muerte celular. Por esta razon, las células poseen sistemas
antioxidantes para controlar fisioldgicamente la produccion excesiva de las ERO, o bien para
limitar su capacidad de dafio. A pesar de ello, diversas condiciones alteran el balance entre la
produccion de ERO y las defensas celulares, lo que genera un estado conocido como estrés
oxidante, el cual resulta en disfuncion y destruccion celulares (Ortega-Camarillo et al., 1999;
Medina-Navarro y Hicks, 2001). Un desbalance entre los factores pro- y antioxidantes juega

un papel muy importante en el desarrollo de diversas patologias como la diabetes mellitus, el
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cancer y la aterosclerosis entre otras (Halliwell, 1994). Por esta razén es de suma importancia
que las células posean sistemas antioxidantes que protejan y/o inhiban la produccion de las

especies reactivas de oxigeno.

2.2.2.- Sistemas antioxidantes.

Los antioxidantes se pueden clasificar con base en su estructura y funcion bioldgica en:
1) enzimaticos, como la glutatién peroxidasa, la catalasa y la superoxido dismutasa y; 2) no
enzimaticos, como las vitaminas C y E, el B-caroteno, el 4cido turico y la bilirrubina, entre
otros (Medina-Navarro, 2001).

Enzimaticos: El mas importante es la superoxido dismutasa (SOD), enzima encargada
de catalizar la dismutacion del anion superoxido, con la subsecuente formacion de perdxido de
hidrogeno, el cual puede constituir un problema ain més grave para la célula, ya que en
presencia de metales (reaccion de Fenton), puede propiciar la formacion del radical hidroxilo;
para evitarlo entran en accidn otras enzimas como la catalasa presente en los peroxisomas, la
cual cataliza la formacion de dos moléculas de agua y oxigeno molecular a partir de dos
moléculas de peroxido de hidrégeno. Otro grupo de enzimas antioxidantes lo constituyen las
peroxidasas, de éstas la mas importante en el mamifero es la glutation peroxidasa la cual
cataliza la formacion de agua y glutation oxidado a partir de peroxido.

No enzimaticos: En este grupo destaca la vitamina E, la cual en el ser humano protege

contra la lipoperoxidacion, al actuar de manera directa con varios radicales entre los que se
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incluyen el HO', el O, ; la vitamina C interactua con los mismos oxirradicales, pero ademas

es capaz de regenerar el o-tocoferol a su estado activo.

2.2.3.- Estrés oxidante en diabetes

El paciente diabético descompensado presenta un estado de hiperglucemia crénico que
favorece la produccion excesiva de ERO y un estado de estrés oxidante, el cual es considerado
un elemento fundamental en el desarrollo de diversos cambios fisiopatoldgicos relacionados
con algunas de las complicaciones cronicas de la diabetes (West, 2000; Brownlee, 2001). En
estos sujetos la ausencia de insulina o de sensibilidad celular para esta hormona hace que los
tejidos muscular, hepatico y adiposo, que normalmente son los principales consumidores de
glucosa, no puedan captar esta hexosa. Por el contrario, el resto de los tejidos que no
necesitan de insulina para que la glucosa ingrese al interior, se encuentran con una elevada
concentracion de glucosa intracelular (Taniguchi et al., 1998).

El grupo de investigacion de Nishikawa y col. (2000) han considerado que la
sobreproducciéon de anion superoxido por la mitocondria en condiciones de hiperglucemia es
responsable de tres de los mecanismos propuestos del fenémeno de toxicidad producido por
concentraciones elevadas de glucosa (“glucotoxicidad”): (1) el aumento en el flujo de la
glucosa a través de la via del poliol, (2) el aumento en la formacion de los productos de
glicosilacion avanzada, (3) la activacion de la proteina cinasa C (Min et al., 1999; Brownlee,
1995, 2001 y 2005). Un cuarto mecanismo propuesto de la glucotoxicidad, lo constituye el

aumento de la biosintesis de las hexosaminas (Hawkins et al., 1997). La activacion de estos
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cuatro mecanismos patogénicos converge en un solo proceso: la sobreproduccion de anion
superoxido por la cadena transportadora de electrones mitocondrial (Nishikawa et al., 2000;
Brownlee, 2001; Sakai et al., 2003).

1.- La via de los polioles a través de la participacion de la enzima aldolasa reductasa, conduce
a la acumulacion intracelular del sorbitol y fructosa y, favorece un desbalance de los sistemas
intracelulares de oxido-reduccién dado por los nucleétidos de niacinamida: NADH/NAD"
(Figura 5). Se ha propuesto que estos nucleo6tidos participan de manera preponderante en las
alteraciones propias de la diabetes mellitus, debido a que catalizan principalmente reacciones
de oxido-reduccién. De tal manera que el incremento en la relacion NADH/NAD" es
considerado como sinénimo de una diabetes mal controlada que mimetiza los efectos de una
hipoxia verdadera sobre las funciones neuronales y vasculares tan importantes en la patologia
de las complicaciones diabéticas, cuyos efectos son mediados por una alteracion en el
metabolismo de lipidos y un aumento en la produccion del anidon superdxido. Otra
consecuencia del aumento en la relacion NADH/NAD" es la disminucién en la disponibilidad
del NADPH, la cual afecta en forma negativa la actividad de otras enzimas que lo requieren,
como la 6xido nitrico sintasa (NOS), la glutation reductasa (GR), la catalasa y la NADPH
oxidasa. Algunas de ellas participan en los mecanismos antioxidantes; por lo tanto, el
agotamiento de NADPH explicaria en parte la deficiencia de los sistemas antioxidantes en el
paciente diabético, como el dependiente del glutation y de la catalasa. Para que el glutation
realice su accién como principal antioxidante intracelular en respuesta a ERO, es requisito
indispensable que mantenga su forma reducida (GSH), por accion de la glutation reductasa,
sobre la forma oxidada (GSSG), lo que requiere del consumo de NADPH. Por otra parte, la

activacion de la catalasa también depende de NADPH (Diaz-Flores et al., 2004).



45

VIA DEL SORBITOL

GLUCOSA —=1 SORBITOL —2—+ FRUCTOSA

NADPH 4 NADP Jd nap+ NADH

Figura 5. Via del sorbitol. La glucosa es transformada por la accion de dos enzimas: la
aldolasa reductasa (AR) y la sorbitol deshidrogenasa (SDH). La primera reduce de forma
irreversible a la glucosa en sorbitol y la segunda, cataliza la transformacion de sorbitol en

fructosa.

2.- La glicosilacion no enzimdtica de un gran numero de proteinas intra y extra celulares, con
la formacion de productos de glicosilacion intermedia y avanzada, por ejemplo la carboximeti-
lisina y la hidroximeti-lisina (Brownlee, 1995). En este tipo de reacciones, la glucosa es el
carbohidrato generalmente considerado, sin embargo, cualquier carbohidrato que posea un
grupo carbonilo libre como la fructosa y la glucosa-6-fosfato (o sus derivados), puede

reaccionar con proteinas, acidos nucleicos y lipidos para formar productos de glicosilacion
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avanzada, conocidos como AGE, por sus siglas en inglés (advanced glycation end products)
(Gonzalez et al., 2000; Ulrich y Cerami, 2001). Este proceso inicia con la interaccion de los
grupos carbonilos de carbohidratos con los grupos amino de proteinas, en especial con el
amino terminal y el g-amino de residuos de lisina, dando origen a los productos tempranos de
glicosilacion, también llamados de Amadori o fructosamina. A partir de estos productos y por
cambios moleculares y oxidaciones, se forman compuestos o-dicarbonilos (a-oxoaldehidos)
ain mas reactivos, como la 3-desoxiglucosona (Niwa, 1999), el metilglioxal y el glioxal,
conocidos como precursores de los AGEs y que al combinarse simultaneamente con dos
grupos reactivos de proteinas, forman puentes cruzados muy estables, formando agregaciones
y pérdida de sus funciones biologicas (Figura 6). La 3-desoxiglucosona se puede formar
también por la autooxidacion de la glucosa (Figura 7) en una reaccion catalizada por metales,

en este proceso se produce el radical superoxido que puede dar origen a HO'. El metilglioxal

y el glioxal derivan de los intermediarios de la glucolisis, como el gliceraldehido-3-fosfato y la
dihidroxiacetona fosfato que se acumulan a consecuencia de la hiperglucemia (Best y
Thornally, 1999), cuya concentracion se encuentra elevada en animales con hiperglucemia y

en el paciente diabético.
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Figura 6. Glicosilacion no enzimatica de proteinas. La interaccion del grupo amino de las

proteinas con el grupo e-amino de los residuos de lisina da origen a los productos de

glicosilacion temprana o de Amadori. Estos a su vez pueden dar origen a compuestos o-

dicarbonilos como la 3-desoxiglucosona, el metilglioxal y el glioxal, atin mas reactivos.
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Las proteinas modificadas por los AGEs pueden encontrarse en el plasma, en el
compartimiento intracelular y en la matriz extracelular; especialmente en la pared arterial, el
mesanglio glomerular, las membranas basales glomerulares, los vasos capilares sanguineos, la
vasculatura retiniana, el cristalino, el perineurum y las fibras nerviosas mielinicas y
amielinicas (Amore et al., 2004). La acumulacion de los AGEs ocurre mas frecuentemente en
proteinas de larga vida como la colagena de distintos tipos, las de citoesqueleto, la mielina y
las histonas. De esta manera modifican el ensamble del citoesqueleto y la funcion reguladora
de la matriz extracelular sobre las células (Diaz-Flores et al., 2004). Los estudios realizados in
vitro poniendo en contacto proteinas con carbohidratos muestran que la glucacion puede
afectar o no la actividad biologica. Dicho efecto debe ser cuidadosamente estudiado con el
objeto de establecer una relacion causa-efecto. Hasta ahora, la disminucion en la actividad
bioldgica se ha observado en un nimero reducido de casos, como el de superéxido dismutasa,
que desempena un papel fundamental en los mecanismos de defensa del organismo contra las
ERO (Cerami et al., 1987; Okitani et al., 1984). Los efectos de los AGEs no se restringen
unicamente a las proteinas. El DNA es una molécula de bajo recambio (al menos en células
que no se encuentran en pleno proceso de divisidon), posee grupos amino primarios y se
encuentra dentro del nucleo celular en contacto con el azticar reductor ADP-ribosa (Cervantes-
Laurean et al., 1996), por lo que es un blanco potencial para la formacion de AGEs y
contribuir al incremento de alteraciones cromosomicas y deterioro de la reparacion,
replicacion y trascripcion del DNA. Dichos cambios genéticos disminuirian la capacidad de
las células para renovar sus proteinas y por lo tanto comprometen la supervivencia del
organismo (Cerami et al., 2000). Adicionalmente, los AGEs pueden actuar como inductores

de apoptosis (Brownlee, 1995; Kaneto et al., 1996; Min et al., 1999).
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GLUCOSA

Figura 7. Durante la autooxidacion de la glucosa se forma un radical enediol que en presencia

de metales puede dar lugar a la produccion del radical hidroxilo.
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3.- Activacion de proteina cinasa C

La acumulacion de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y glucosa-6-fosfato (G6P)
promueve la produccion de diacilglicerol (DAG) y la subsecuente activacion de la proteina
cinasa C (PKC), mismos que también afectan la homeostasis vascular. La PKC pertenece a la
familia de las serinas/treoninas fosfocinasas y presenta por lo menos 11 isoformas (o, B1, B2,
Y9, € &, M, 6, AL y ), codificadas por 10 genes diferentes. Estas proteinas se clasifican en
cuatro clases: las convencionales o clasicas (a, Bl, P2 y v), las dependientes de Ca®" y
fosfolipidos; las nuevas isoformas independientes de Ca*" (¢, €, 1, 0, ), las atipicas (§ y 1) y
las independientes de Ca”" y fosfolipidos (i) (Yuan et al., 2000). El DAG es un activador
natural de PKC y su producciéon aumenta en las células del endotelio, la retina y los
glomérulos renales durante las complicaciones diabéticas en modelos animales y en el
humano. Las alteraciones celulares y funcionales atribuidas a la activacion de PKC son muy
variadas y dependen de la funcidon de esta enzima en los mecanismos de transduccion de
sefales y en su participacion en la regulacion de la expresion de diversos genes, incluyendo a
los de las proteinas de matriz extracelular (fibronectina y colageno tipo V), del inhibidor del
activador del plasminogeno-1 (PAI-1) y del factor de crecimiento transformante  (TGF-B) y
su receptor. Su activacion induce la expresion de los genes antes sefialados en células
mesangliales en cultivo o en glomérulos de ratas diabéticas. Ademas, afecta la produccion de
sustancias vasoactivas, por una parte deprime la produccién de 6xido nitrico y por otra
estimula la expresion de ET-1 (Park et al., 2000), lo que conduce a la disminucion del flujo
sanguineo de la retina, los nervios periféricos y el riion, en un modelo de diabetes

experimental (Diaz-Flores et al., 2004).



51

4.- Activacion de la via de las hexosaminas

La fructosa via sorbitol contribuye a la activacion de la via de las hesoxaminas, debido
a que la formacion de la glucosamina—6-fosfato proviene exclusivamente de la fructosa—6-
fosfato y la glutamina, mediante una reaccion irreversible catalizada por la glutamina:fructosa-
6-fosfato amidotransferasa (GFA), enzima que regula la via. La glucosamina-6-fosfato a
través de tres reacciones subsecuentes, finalmente da origen a la UDP-N-acetilglucosamina y a
la UDP-N-acetilgalactosamina, que se utilizan en la formacion de las glicoproteinas y los
proteoglicanos. El aumento del flujo a través de esta via estd relacionado con algunos efectos
de la diabetes, contribuye en parte a la estimulacion de la expresion de genes como los del
TGF-a, TGF-B1, y PAI-1. También participa en la induccion de resistencia a la insulina por
lipidos o por hiperglucemia, y se ha sugerido que pueden causar modificaciones del substrato
del receptor de la insulina (IRS) y del transportador de glucosa 4 (GLUT-4) a nivel
transcripcional, por adicion de residuos de N-acetilglucosamina, los cuales evitan el proceso
de fosforilacion de IRS y por lo tanto se alteran eventos tempranos en la via de sefializacion de
la insulina; por otro lado, la glucosaminilaciéon de GLUT-4 altera su afinidad por la glucosa,
disminuye su actividad, su estabilidad y modifica su distribucion celular, lo cual conduce a
fallas en el transporte de glucosa. El enlace que se forma entre las proteinas y la N-
acetilglucosamina es del tipo “O-glicosidico” (O-AcGlc). Es posible que a consecuencia de
esta union se alteren los eventos tempranos en la via de sefializacion de la insulina, ya sea en
forma global o en sitios especificos (Hawkins et al., 1997).

La resistencia de ciertos tejidos a responder a la acciéon de la insulina es una

caracteristica distintiva de ciertas patologias como la DT2. No obstante que los mecanismos
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celulares y moleculares responsables de este fenomeno no son del todo entendidos, se ha
asociado la activacion de la via de las hexosaminas con el desarrollo de resistencia a la
insulina. Se han propuesto varias hipdtesis para tratar de explicar el mecanismo por el cudl la
activacion de las hexosaminas induce resistencia a la insulina. Una de ellas gira en torno a la
glucosamina como responsable de impedir la accidon de la insulina al inhibir la fosforilacion de
IRS-1 (Diaz-Flores et al., 2004)

La hiperglucemia es el elemento clave fundamental que desencadena estos
mecanismos, los cuales son capaces de inducir cambios en la estructura bioquimica tisular,
provocando alteraciones en las caracteristicas fisicoquimicas de estructuras basicas, que a su
vez, estan relacionadas con la aparicion de complicaciones tardias, caracteristicas de la
enfermedad.

Alterno a la produccion de ERO via la respiracion mitocondrial, se ha observado que la
activacion de la secrecion de insulina dependiente de glucosa causa estrés oxidante en las
células B pancredticas. En presencia de glucosa, la relacion entre las concentraciones
intracelulares de ATP/ADP aumenta e induce el cierre de los canales de K sensibles a ATP
(Kate), lo que provoca la despolarizacién de la membrana plasmatica, la entrada de Ca*"
extracelular y la activacion de la exocitosis. También se ha observado que el incremento en
las concentraciones de glucosa disminuye la concentracion de ADP libre, ésta disminucion en
un intervalo fisioldégico puede ser suficiente para cerrar los canales de Karp aun a
concentraciones constantes de ATP. El decremento de ADP también puede disminuir la
produccion de ATP, lo que en su momento incrementa el potencial de membrana mitocondrial

y la produccion de ERO. Aparentemente esta respuesta es una propiedad exclusiva del



53

acoplamiento estimulo-secrecion de las células . De acuerdo con esta hipotesis, la activacion
de la secrecion de insulina inducida por glucosa tiene una funcidon dual: primero, aumenta la
secrecion de insulina y segundo, incrementa el estrés oxidante. Esto se traduce en que la tasa
de secrecion de insulina podria eventualmente tener efectos negativos sobre la propia
produccion de insulina. De lo anterior se puede concluir que al menos 3 estados durante la
secrecion de insulina (aumento del flujo glucolitico, disminucién de ADP y aumento de Ca>"
intracelular) pueden exacerbar la formacion de ERO, lo cual puede explicar por qué las células
B son quizés las Unicas que tienen un mayor riesgo de dafio por estrés oxidante y apoptosis
(Fridlyand y Philipson, 2004). Las células [ pancreéticas son altamente sensibles al estrés
oxidante (Marshak et al., 1999). Ademas se sabe que la actividad de las enzimas antioxidantes
catalasa y glutation peroxidasa, es 20 veces mas baja en los islotes pancreaticos que en otros
organos como el higado. Los islotes pancreaticos tienen capacidad antioxidante intrinseca
muy baja en comparacion con otros tejidos como higado, rifién, musculo esquelético y
adiposo. Grankvist et al., (1981) demostrd que los islotes contiene cantidades relativamente
pequenas de superoxido dismutasa Cu/Zn, superdxido dismutasa Mn, catalasa y glutation
peroxidasa (GPx). Esto explica el porque los islotes pancreaticos, constituyen un tejido muy
vulnerable al estrés oxidante (Robertson et al., 2004).

Si la secrecion de insulina inducida por glucosa pudiera ser responsable del incremento
en la produccion de ERO en las células 3, entonces existe la posibilidad de que la inhibicion
de este proceso sea utilizado por las células 3, como una defensa contra el estrés oxidante. Por
lo tanto, se espera que diferentes agentes desacoplantes seguramente disminuyan la

produccion de ERO, la relacion ATP/ADP y como consecuencia la produccion y secrecion de
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insulina.

Otra fuente de ERO la constituye el aumento en la tasa metabdlica de los acidos grasos
libres, la cual incrementa el flujo de energia a través de la cadena transportadora de electrones
y la produccién de ERO en las células 3. Los efectos adversos de la exposicion crénica de las
células B a concentraciones elevadas de 4cidos grasos incluyen la disminucion en la secrecion
de la insulina en respuesta a glucosa (Zhou y Grill, 1994), alteraciones en la expresion del
gene de la insulina y un incremento en la muerte celular (Lupi et al., 2002). EI mecanismo por
el cual los &cidos grasos alteran las funciones de las células 3, hasta ahora es casi desconocido.
Reciéntemente se ha propuesto que en condiciones de hiperglucemia e hiperlipidemia, la
acumulacion de metabolitos derivados de la esterificacion de &cidos grasos altera la funcion de
la célula B. Este modelo se apoya en estudios realizados con islotes pancredticos de rata en
cultivo, bajo concentraciones elevadas de palmitato en los que se observéd una disminucion en
la expresion del gene de la insulina, Ginicamente cuando las concentraciones de glucosa

también se elevaron (Evans et al., 2003; Robertson et al., 2004).

2.3.- Alteraciones en la célula B por hiperglucemia

El exceso de glucosa circulante afecta el funcionamiento de la célula B pancreatica,
alterando sus rutas de transduccion y por lo tanto su patron de expresion génica. Estos eventos
desembocan a largo plazo en la disfuncion de la célula B que se manifiesta por defectos en la
secrecion de insulina y eliminacién del tejido endocrino pancredtico mediado por mecanismos

apoptdticos (Roche, 2003). En estas circunstancias, en la que aparecen conjuntamente la
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resistencia a la insulina en los tejidos diana y el fallo en el funcionamiento de las células 3
pancredticas, es que la diabetes tipo 2 se hace evidente.

En condiciones normales, la célula 3 posee un sistema sensor, que le permite adaptar la
cantidad de insulina secretada a los niveles circulantes de glucosa. Aunque la glucosa es el
nutriente desencadenante de esta respuesta, los acidos grasos y algunos aminoacidos también

son capaces de regular la secrecion de insulina.

La glucosa puede tener efectos deletéreos o benéficos sobre la célula 3, dependiendo
de la concentracion y del tiempo de exposicion a esta condicidn; en otras palabras, si la célula
estd expuesta a hiperglucemia aguda (situacion fisioldgica) o crdonica (situacion patologica).
En los casos de hiperglucemia crénica, la glucosa es capaz de modificar directa e
indirectamente diversos programas génicos que desembocan en cambios fenotipicos. Asi se
ha observado en diversos modelos experimentales con animales y de células en cultivo, que
las concentraciones elevadas de glucosa modifican la expresion del gene de la insulina
(Kaneto et al ., 1999) y del transportador de glucosa GLUT-2, e inducen la activacion de la
glucocinasa y de otras enzimas que participan en la glucoélisis, anaplerosis y lipogénesis
(Roche et al., 1997 y 1998). Ademas de estimular la expresion temprana de genes
involucrados en la regulacion del ciclo celular como c-myc, c-fos, c-jun entre otros (Susini et
al.,, 1998). En estas circunstancias, la célula f comienza a expresar proteinas tipicas de
estadios primitivos de su desarrollo, como la hexocinasa I o la lactato deshidrogenasa-A (Grill
y Bjorklund, 2001; Mandrup-Poulsen 2001). Todos estos cambios se acompafan de

alteraciones metabolicas y funcionales como defectos en la secrecion de insulina, depésitos de
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glucdgeno, aumento de glucolisis, asi como de los procesos anaplerdticos y lipogénicos

(Roche 2003).

La disfuncion de la célula B en la diabetes tipo 2, se caracteriza por una disminucion
gradual y progresiva que va desde una fase de poca respuesta al estimulo por glucosa para la
secrecion de insulina, hasta una segunda fase de hiperproinsulinemia, con un nivel de
secrecion de insulina fijo. Esta caracteristica puede deberse a una disminucion en la masa de
células B y/o a defectos funcionales de las mismas (Kennedy et al., 2002).

Bajo condiciones normales, existe un balance entre la masa celular pancreatica y los
requerimientos de accion de la insulina. En la fase prediabética, la resistencia a la insulina
periférica es compensada por un incremento en la masa celular, causado principalmente por el
estado de hiperglucemia. Sin embargo, durante la hiperglucemia e hiperlipidemia, el aumento
de la masa celular no es suficiente para compensar la resistencia a la insulina. De ahi que la
pérdida del control en el crecimiento y/o muerte de las células 3 sea la clave en la patogénesis
de la DT 2 (Rhodes 2005). La célula B cambia en masa y funcionalidad a través de la vida, en
respuesta a variaciones en la demanda de insulina. La masa de células  esta regulada por un
balance entre el crecimiento (replicacion y neogénesis) y la muerte (apoptosis). Asi por
ejemplo, durante la gestacion la masa de las células 3 se incrementa hasta un 50% aunado a un
aumento en la sensibilidad de la propia célula a la glucosa. La expansion de las células 3
también se ha observado en la rata Zucker fa/fa (obesa no diabética), con evidencias de
hiperplasia e hipertrofia. La hipertorfia es un mecanismo compensatorio activado por el

incremento en la demanda de insulina, lo cual probablemente ocurre en las células  que se
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encuentran en un estado de envejecimiento, que no son capaces ya de dividirse; este evento
involucra inhibidores de ciclinas, que interfieren con el progreso normal del ciclo celular. Sin
embargo, cuando los mecanismos compensatorios de la célula B, para enfrentar la resistencia
y/o la demanda de insulina se han agotado, la diabetes tipo 2 resulta inminente. Asi se ha
podido demostrar en estudios post mortem, que una reduccion de hasta el 60% de la masa de
células P se presenta en pacientes con DT2 (Weir et al., 2001).

Las manifestaciones tempranas de alteraciones en la funcion de la célula B incluyen
una respuesta brusca y retrazada a la glucosa, irregularidades temporales en los pulsos y
oscilaciones de secrecion de insulina y pérdida del acoplamiento entre los pulsos de secrecion
de insulina y los niveles de glucosa. La diabetes también estd asociada con alteraciones en la
conversion de proinsulina a insulina, originando que, la concentracion de pro insulina
circulante sea mayor que la de insulina en personas con diabetes comparada con las sanas
(Kennedy et al., 2002). Recientemente se ha propuesto que las aberraciones en la secrecion de
insulina podrian estar relacionadas al menos en parte con oscilaciones en las concentraciones
de Ca®" citosolico, en respuesta a la sobre estimulacion de las células B. En un estudio
realizado con islotes pancreaticos de humano en condiciones de hiperglucemia, se observo un
aumento en las concentraciones citosolicas de Ca®’, el cual se mantuvo aun después de
normalizar la glucosa (Grill y Bjérklund, 2001). El aumento persistente de Ca*" puede tener
efectos negativos sobre el metabolismo celular, como la disminuciéon en el consumo de
glucosa y del potencial de membrana mitocondrial, ademdas de activar enzimas relacionadas
con la inducciéon de muerte celular por apoptosis, lo que conduce a un deterioro funcional

irreversible de la célula B (Duchen, 2004).
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2.3.1.- Resistencia a la Insulina:

La DT2 generalmente resulta de resistencia a la accion de la insulina sobre la entrada
de glucosa, alteraciones en el metabolismo de lipidos y carbohidratos en el tejido periférico y
alteraciones en la secrecion de la misma. Los defectos en la accion de la insulina
normalmente preceden al desarrollo de la hiperglucemia y el incremento inicial en la secrecion
de insulina compensa el estado de resistencia a la insulina. Esto puede deberse a una mayor
secrecion de insulina por las células o como ha podido observarse en los roedores, a un
incremento en la masa de células [, ya sea por replicacion de células existentes o bien por
neogénesis a partir de células precursoras en el epitelio ductual pancredtico o por ambos; o
bien por cambios en la supervivencia de las células B. Necesariamente las células 3 poseen
una reserva compensatoria, de tal manera que la hiperplasia de los islotes y la hiperinsulinemia
puedan mantener la homeostasis de la glucosa en casos extremos de resistencia a insulina (Bell
y Polonsky, 2001). No obstante, el aumento de insulina no basta para normalizar la glucosa y
el resultado es una hiperglucemia discreta tras la ingestion de carbohidratos en las primeras
fases de la enfermedad; en las etapas finales de DT2, las células B son incapaces de producir
suficiente insulina para evitar la hiperglucemia. El musculo esquelético y el higado son los
organos diana para la accion de la insulina y son responsables de mantener la homeostasis de
la glucosa y, por lo tanto, la transicion al estado de resistencia a la insulina conduce a muchas
de las alteraciones en el metabolismo de la glucosa en pacientes diabéticos. Asi que una
mejoria en la respuesta a la insulina reduce el riesgo de contraer DT2 (Lowell y Shulman,

2005).
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Cualquier alteracion metabodlica que promueva la acumulacion de acidos grasos en el
higado y/o en musculo y/o cualquier defecto en la capacidad de estos 6rganos para metabolizar
los acidos grasos puede resultar en resistencia a la insulina (Lowell y Shulman, 2005). Por lo
que se considera a la obesidad como la causa principal que desencadena el estado de
resistencia a la insulina. Sin embargo, muchos individuos obesos con resistencia a insulina
severa no desarrollan diabetes y en estos individuos, las células 3 pancreaticas se adaptan para
responder a la demanda de insulina (Anello et al., 2002). Esta adaptacion involucra la
expansion de la masa celular, asi como el mantenimiento de las células con respuesta normal a
glucosa. Por el contrario, en individuos con DT2 las células 3 no secretan cantidades
suficientes de insulina para compensar la demanda. Esta falla es causada por una expansion
inadecuada de la masa de células B y/o a una respuesta ineficiente de las células existentes.
Muchos estudios han demostrado que en las personas con DT2, las células § no son sensibles
a glucosa y por ello no liberan cantidades adecuadas de insulina. La sensibilidad a glucosa
requiere un metabolismo mitocondrial oxidante que produzca cantidades suficientes de ATP
para activar el mecanismo de sefializacion necesario para la secrecion adecuada de insulina.
Aunque la secrecion de insulina esta regulada también por otros estimulos que funcionan fuera
de esta via, es claro que el metabolismo oxidante mitocondrial es central para la secrecion de
insulina (Lowell y Shulman, 2005). Dado el papel central de la mitocondria en la sensibilidad
de la glucosa, es posible que, analogo a lo que se observa en células de musculo, la
disminucién en la funcién mitocondrial de las células B, predisponga a la disfuncion de estas

células y al desarrollo de DT2.
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La disfuncion en la célula B se considera una consecuencia de la exposicion cronica a
concentraciones elevadas de glucosa y de lipidos, caracteristicas de resistencia a la insulina y
obesidad. La obesidad es la causa mds comun de resistencia a la insulina en el humano. En
sujetos obesos, los niveles de insulina tipicamente aumentan para mantener la tolerancia a la
glucosa normal. La hiperinsulinemia asociada con resistencia a insulina resulta de la
combinacion de un aumento en la secrecion y una reduccidon en la tasa de consumo de
insulina. Como resultado, mas insulina se secreta por el aumento en el nivel de glucosa; lo
que representa la extension de la adaptacion de las células B para mantener la tolerancia
normal a la glucosa. La hipersecrecion compensatoria de insulina en los estados de resistencia
a la insulina se debe a expansion de la masa de células 3 y a las alteraciones en la expresion de
enzimas claves para el metabolismo de la glucosa. Las ratas diabéticas Zucker no son capaces
de incrementar la masa de células 3 y afrontar la resistencia a la insulina, debido a un aumento

en la tasa de apoptosis (Roche 2003; Allen et al., 2005).

2.3.2.- Apoptosis de la célula B

Existen evidencias suficientes de la participacion de la apoptosis en la eliminacion de
las células B pancredticas durante los estados cronicos de la hiperglucemia (Donath et
al.,1999; Evans et al., 2002). Durante los estados iniciales de la hiperglucemia hay una
reduccion en el niumero de células B pancreaticas, las células restantes incrementan su
sensibilidad a la glucosa y aumentan la produccion y secrecion de insulina para prevenir la

hiperglucemia en ayuno (Maechler et al., 1999). Posteriormente durante los estados cronicos
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de la hiperglucemia, se agota la capacidad de respuesta de las células  y en un tiempo no muy
largo mueren por apoptosis

El aumento compensatorio en la secrecion de insulina en el estado de resistencia a la
accion de la insulina, se debe a la expansion en la masa de células 3 y a las alteraciones en la
expresion de enzimas clave para el metabolismo de glucosa. Las ratas obesas Zucker no
incrementan adecuadamente la masa celular durante la resistencia a la insulina; esto
aparentemente, no se debe a fallas en la proliferacion, sino mas bien a un aumento en la tasa
de muerte de las células B, presumiblemente por apoptosis (Roche, 2003).

Reciéntemente se ha demostrado que la insulina regula vias de sefalizacion
importantes para la preservacion de la funcion normal de las células B, lo que aumenta la
posibilidad de que la resistencia a la insulina en las células 3, se desarrolle al mismo tiempo
que en musculo, tejido adiposo e higado, lo que podria contribuir directamente a la disfuncion
de la célula B (Satiel et al., 2001). Los islotes muestran una reduccidn en la trascripcion del
gene de insulina, lo que puede deberse en parte, a una disminucién en la accion de la hormona
en este tejido, lo que indica que la activacion del gene de insulina es un efecto importante de la
insulina (Bell y Polonski, 2001).

En condiciones de hiperglucemia, las células B presentan un incremento en la
expresion de genes y proteinas proapoptoticas como Bad, Bid y Bik (Donath, 1999; Mathis et
al,. 2001), aumento de la expresion de Fas y activacion de caspasas 8 y 3, eventos que
correlacionan con la fragmentacion oligonucleosomal del DNA (Thomas, 2002). Otro estudio,
realizado para evaluar los cambios en la expresion de genes de estrés, que acompaifian la

hipertrofia de las células B en ratas pancreotomizadas durante 4 semanas, demostré un
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aumento marcado en la expresion de genes antioxidantes como: hemooxigenasa 1, glutation
peroxidasa y el gene antiapoptdtico A20, cambios sutiles en la expresion de la superdxido
dismutasa y disminucion de Bcl-2. Otros genes no mostraron ningun cambio (catalasa,
proteinas de choque caldrico 70 y p53), por lo que concluyen que la adaptacion de las células
B a la hiperglucemia incluye un aumento en la demanda de secrecion de insulina y de la
expresion de genes que protegen del estrés, lo que puede contribuir a la supervivencia de las

células B hipertrofiadas (Laybutt 2002). Estos estudios apoyan la idea de que las vias de

sefalizacion que conducen a la apoptosis de la célula B, pueden estar localizadas en la
mitocondria (Mathis, 2001).

El estrés oxidante generado en la mitocondria, durante la hiperglucemia a través de las
vias antes mencionadas, se reconoce como un factor primordial que contribuye al desarrollo de
varias de las complicaciones diabéticas, dado que el aumento de ERO es capaz de dafiar
muchos componentes celulares incluyendo el DNA y desencadenar la muerte celular. El
tratamiento de ratones db/db diabéticos y no diabéticos con antioxidantes disminuye de
manera importante la tasa de apoptosis en las células B (Kaneto et al., 1999; Donath et al.,
1999; Maechler et al., 1999).

Las evidencias mas convincentes sobre la participacion de apoptosis en la eliminacion
de células B en DT2, se tienen con experimentos realizados en gerbos Psammomys obesus, los
cuales no desarrollan la enfermedad de forma natural, pero si por dieta. La enfermedad
comienza con un estado de resistencia a la insulina que se caracteriza por tener
hiperinsulinemia, que en algunos casos logra mantener la normoglucemia, pero normalmente

termina en hipoinsulinemia y por lo tanto en hiperglucemia. Durante el desarrollo de la
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hiperglucemia, se observa un incremento en la apoptosis, que culmina en dafio severo en la
arquitectura del islote. Este incremento en la muerte de la célula B puede resultar de la
hiperglucemia, como sugieren los estudios in vitro de islotes de gerbos cultivados con
concentraciones altas de glucosa (Donath et al., 1999).

Estudios realizados en ratas Zucker obesas diabéticas (fa/fa) demuestran que el
contenido de 4cidos grasos libres (AG) en los islotes es 100 veces mas alto que en animales
delgados y proponen que pueden estar involucrados en la tasa de apoptosis. El cultivo de
islotes pancreaticos de rata Zucker prediabética con AG libres (1mmol/l), mostré un aumento
de hasta 4 veces en el indice de apoptosis; mismo que se asocié con un incremento de
ceramida. Por otro lado los AG libres también inducen un aumento en la expresion de la
oxido nitrico sintasa (NOS) y de 6xido nitrico (NO"), los cuales también son inductores de la
muerte por apoptosis (Ceriello et al., 2002). La apoptosis de forma fisioldgica también puede
ser inducida por otras proteinas como p53, esta proteina es un regulador muy importante de la

proliferacion y muerte celular.

2.4.- La proteina p53

p53 pertenece a la familia de factores de transcripcion formada por al menos dos
miembros adicionales, p73 y p63. Aunque todos comparten una sustancial homologia de
secuencia, sus funciones y regulacion son diferentes. El gene de p53 se localiza en el brazo
corto del cromosoma 17 (17p1.3) en humanos y est4 constituido por 11 exones, de los cuales

el exon 1 contiene una secuencia no-codificante, en el exdn 2 existen dos sitios putativos de
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inicio de la transcripcion y el exén 11 contiene el coddn de terminacion y una gran secuencia
no codificante (Figura 8). Este gene da lugar a una proteina de 393 aminoacidos con tres
dominios funcionales: un dominio amino-terminal (N-), implicado en la activacion
transcripcional (residuos 1-70) y donde se localiza una sub-region rica en aminoacidos que
contiene 5 copias de la secuencia de PXXP (residuos 20-97); un dominio central que contiene
la zona de unién al DNA especifica de secuencia y constituye la region mas conservada de la
proteina (residuos 100-300), presentando una estructura de dos hojas beta y un atomo de zinc
que estabiliza la estructura; y el dominio carboxilo-terminal (C-) que esta constituido por una
region flexible (residuos de 325-356) y un extremo basico (363-393). En estado de latencia de
p53, la region C-terminal se pliega sobre el dominio central de la molécula y evita su union al

DNA (Linzer y Levine, 1979; Maclachlan et al., 1999).
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Figura 8. Estructura de P53. La proteina p53 comprende 393 aminoacidos con tres dominios

funcionales, el dominio N-terminal que participa en la activacion transcripcional (residuos del

1-70) y donde se localiza una sub-region rica en prolinas (PXXP), un dominio central de union

al DNA (DBD) (100 a 300 aa) y un dominio carboxilo terminal (C-), constituido por una

region flexible (CTD) (325-356) y un extremo basico (363-393). En estado de latencia la

region C-terminal se pliega sobre el dominio central de la molécula y evita su unién al DNA.

TA: activacion transcripcional; P: sitio de fosforilacion; A: sitio de acetilacion; NLS: sitio de

tetramerizacion.
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2.4.1.- Regulacion de la expresion de p53

En condiciones fisiologicas, la proteina p53 se expresa de manera ubicua y se
encuentra en forma latente llegando, en algunos tipos celulares, a niveles de expresion
indetectables por técnicas inmunocitoquimicas o por “Western Blot”. Por ello se postulé que
P53 no es esencial para un correcto funcionamiento de la célula. Los niveles de expresion, y
con ello la actividad de p53, estan regulados bajo un estricto control, resultando una proteina
muy labil con una vida media de pocos minutos (en algunos tipos celulares cercana a 15
minutos). La proteina p53 inactiva presenta una localizacion difusa a lo largo de toda la
célula, en el citoplasma aparentemente se encuentra unida a otras proteinas como Parc, que
impide su desplazamiento hacia el nticleo (Nikolaev, 2003).

Los niveles de la proteina p53 experimentan un aumento rapido en respuesta a
diferentes estimulos entre los que destacan: el dafo directo al DNA (rupturas de filamentos
simples y dobles), la disminucion de ribonucledtidos, la hipoxia, el choque térmico, la
exposicion a monédxido de nitrogeno y las radiaciones gamma y ultravioleta (Simbultan-
Rosenthal et al., 1998). Este incremento se debe principalmente a mecanismos post-
traduccionales, de forma que cambios en la transcripcion desempeiian un papel menor, aunque
no irrelevante. En células donde el genoma se encuentra seriamente danado, resulta muy
ventajoso el hecho de que no exista necesidad de transcripcion de novo del mensajero para la
proteina, sino que se vea incrementada su vida media por mecanismos post-traduccionales.
Estas modificaciones post-traduccionales, como fosforilacion, desfosforilacion, acetilacion, no
so6lo aumentan la vida media de la proteina sino que regulan su actividad biologica. Asi, la
fosforilacion de residuos en las regiones amino y carboxi-terminal de p53 juega un papel

decisivo en la funcion final de la proteina. La caseina cinasa I (ser6 y ser9) y II (ser392),
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DNA-PK (serl5 y ser37), ATM (serl5), CDK-activadora cinasa (CAK; ser33), cdk2 y cdc2
(ser315), PKC (ser378) son parte de una lista de cinasas que poseen entre sus sustratos a p53
(Ito et al., 2004). La acetilacion de algunos residuos de lisina (320 y 382) facilita la union de
p53 al DNA. Por otro lado, la estabilidad de la proteina p53 puede ser regulada dependiendo
del estado redox y farmacos oxidantes o quelantes de metales alteran la conformacion natural
y de alguna manera disminuyen o neutralizan su capacidad de unirse al DNA.

Asi mismo, p53 puede inhibir su propia sintesis uniéndose a su propio RNAm. La
secuencia especifica de union al DNA, unida a la actividad de p53 constituye una
retroalimentacion negativa a través de la inhibicion del dominio C-terminal. En situaciones de
estrés hay un aumento en la union de p53 al DNA, incrementando asi su actividad bioquimica

y biologica (Hupp et al., 1995; Merino y Gordon, 1998; Malanga et al., 1998).

2.4.2.- Degradacion

La rapida disminucion de los niveles de proteina p53 se lleva a cabo, en su mayor
parte, a través de la via de ubiquitina-proteosoma, aunque también intervienen otras enzimas
proteoliticas como son las calpainas. Tres son los sistemas que preparan a p53 para su
ubiquitinacion: i) la cinasa JNK que en respuesta a dafio al DNA en la fase GO del ciclo celular
fosforila pS3 en Thr 8; ii) el sefalosoma COP9 (CSN) que fosforila la Thr155 y residuos
cercanos, y iii) quizas el mas importante, la proteina MDM2 (del inglés, murine double minute
2) que es la encargada de dirigir la translocacion desde el nucleo al citoplasma (Bech-Otschir
et al., 2001). El oncogene mdm2 codifica una fosfoproteina de 90 KDa que actiia como una

enzima E3 ubiquitina proteina ligasa, una de las enzimas involucradas en el marcaje de la
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proteina p53, debido a su capacidad para interaccionar con el extremo amino terminal de p53
(Figura 9) (Honda et al., 1997). La proteina mdm2 también participa en la estabilizacion de
p53 en los procesos mediados por la proteina pl9ARF. La proteina pl9ARF secuestra a la
proteina mdm2 en el nucleolo, impidiendo que acceda al nucleoplasma donde interaccionaria
con p53 y de esta manera p53 permanece activa durante mas tiempo (Haupt et al., 1997).
Aunque también se postula que pl9ARF puede inhibir la actividad ubiquitina ligasa de mdm?2
sin que sea necesaria la traslocacion al nucleolo. La vida media de p53 se encuentra también
modulada por el grado de fosforilacion. Una disminucion en la fosforilacién incrementa el
grado de degradacion, como la que tiene lugar en la mutaciéon de serina por alanina en la
posicion 15 y la fosforilacion en el extremo N-terminal que interfiere en la interaccion p53-

mdm?2 aumentando su estabilizacion (Siliciano et al., 1997).



69

@0

degradacion

Transcripcion
RESTRINGE \
CRECIMIENTO CELULAR

APOPTOSIS

DETIENE EL CICLO
CELULAR G1

Figura 9. Diversas modificaciones de tipo postraduccional son necesarias para la regulacion de
p53. Por ejemplo la fosforilacion de algunos residuos se cree es necesaria para su activacion y

su interacciéon con mdm?2 es esencial para su degradacion.

2.4.3.- La proteina p53 en el ciclo celular.

Como se ha mencionado antes, la funcion de p53 es inhibir el crecimiento celular, ya
sea promoviendo la detencion del ciclo celular o 1a muerte.

La proteina p53 participa en el control del ciclo celular a nivel del punto G1/S evitando
la entrada prematura en la fase S debido a que p53 actiia como un activador transcripcional de
genes especificos como: p21, retinoblastoma, E2F, PCNA y GADD45 (Figura 10). Asi
mismo, p53 interviene en procesos de reparacion del dafio gracias a la modulacion de la

proteina PCNA (del inglés Proliferating Cell Nuclear Antigen) que denota replicacion del
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DNA. p53 inhibe la actividad de esta enzima por dos mecanismos, uno mediado por p21 que
forma un complejo con PCNA vy la inhibe o induciendo la sobreexpresion de GADDA45. El
GADDA45 ademas de unirse a PCNA, regula la transcripcion de la subunidad R2 de la
ribonucleodtido reductasa, enzima esencial para la sintesis y reparacion del DNA, y de genes
directamente implicados en la reparacion de DNA; en concreto en la reparacion por escision

de nucledtidos.

Figura 10. p53 y su participacion en la regulacion del ciclo celular. La proteina p53 activa
varios procesos mediante su papel como factor de transcripcion. El proceso mas importante
que conduce a la inhibicion del ciclo celular en G1 estd determinado por la activacion de p21
(inhibidor del ciclo celular) que evita que las células contintien a través de G1. La activacion

de GADDA45 esta relacionada con el mantenimiento de la estabilidad del genoma.
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2.4.4.- La proteina p53 y apoptosis

Cuando la célula es incapaz de subsanar el dafio en el DNA, con la finalidad de evitar
que dicho dafio pase a las células hijas, pS3 activa rutas de sefhalizacién que conducen a su
muerte. Entre estas situaciones se encuentra el dafio grave sobre el DNA, los factores de
supervivencia celular limitados o un oncogen activado que obliga a la célula a realizar el ciclo
replicativo. Los mecanismos por los que p53 induce muerte celular siguen siendo un enigma,
y se ha postulado que p53 puede participar tanto de una forma directa como indirecta en
dichos procesos, habiéndose descrito situaciones donde es necesario la transcripcion de nuevos
genes y otras donde no. Entre estos destacan miembros pro-apoptoticos de la familia de Bcl2,
como bax, NOXA y PUMA vy los denominados genéricamente como "p53 induced Genes"
(PIGs), algunos de los cuales participan en procesos de oxidacidn celular y en la expresion de
receptores de muerte, como CD95 (Fas/APO-1), DR5 o PIDD (Colman et al., 2000). La
regulacion de los procesos de apoptosis por p53 es muy fina y la activacion transcripcional de
estos genes de apoptosis regulados por unién de p53 en su region promotora no es idéntica
para todos. Dependiendo del grado de activacion de p53, éste es capaz de inducir unos u otros
genes reguladores. Por ejemplo, la fosforilacion de las serinas en las posiciones 6, 9, 15, 20 y
37, por cinasas como ATM, DNAPK o Chk2, en respuesta a dafo celular, regula la expresion
de genes asociados con la reparacion o con la regulacion del ciclo celular, mientras que la
fosforilacion de la ser46, por las cinasas p38aMAPK o HIPK2 contribuye a la activacion de
genes apoptoticos (Ito et al., 2004). P53 puede también regular los procesos de apoptosis a
través de mecanismos independientes de transcripcion (Shaw et al., 1992). En experimentos
en los que se inhibe tanto la transcripcion como la sintesis de proteinas, p53 puede inducir

apoptosis (Caelles et al., 1994). Los mecanismos de regulacion de p53 no transcripcionales se
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han asociado a su capacidad de interaccién con otras proteinas que pueden modificar su
funcion. Entre éstas se encuentran proteinas virales como la del adenovirus Ad E1B 55kD, o
del virus de la hepatitis HBV X, o la interaccidon con securina, proteina responsable de la
correcta segregacion cromosomica, todas ellas inhiben las funciones de p53. Pero no todas las
proteinas que interaccionan con p53 inhiben su funcion, ASPP1 y ASPP2 (del inglés
Apoptosis-Stimulating Protein for p53) interaccionan con p53 e intensifican especificamente
su funcion inductora de apoptosis. Las ASPP intensifican la uniéon de p53 al DNA
favoreciendo asi su funcion de transactivacion de genes proapoptoticos in vivo (Fernandez-
Gomez et al., 2004).

Estudios recientes indican que las especies reactivas de oxigeno son mediadores de la
apoptosis dependiente de p53. Una serie de genes llamados PIGs (genes inducidos por p53),
(Colman et al., 2000), con actividades oxido-reductoras, han sido identificados en células
apoptdticas de carcinoma colorectal. El aislamiento de los genes PIGs sugiere fuertemente
que el dafio oxidante de la mitocondria es de gran importancia en el control de la muerte
apoptdtica inducida por p53 (Mebmer et al., 1994; Marchenko et al., 2000).

Adicionalmente, existen otras evidencias donde se apoya la participacion de p53 en la
apoptosis de manera independiente a su funcién como factor transcripcional. Los grupos de
Marchenko et al., (2000) y de Schuler et al., (2000), por separado, investigaron la posibilidad
de que, ademas de sus funciones como factor transcripcional, pS3 pudiera participar como
regulador de las funciones de los organulos celulares. Se observd que después del estrés
causado por hipoxia o bien por dafio en el DNA, la proteina p53 se traslada hasta la membrana
externa mitocondrial al inicio de la apoptosis dependiente de p53, efecto que no se observd

durante la apoptosis independiente de p53 y/o durante la detencion del ciclo celular (Sansome
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et al., 2001; Marchenko et al., 2001). La localizacion de p53 en la membrana mitocondrial y
los cambios observados durante la induccion de la apoptosis por pS3 son precedidos por la
activacion transcripcional de varias oxido-reductasas y la producciéon de ERO (Donahue et al.,
2001). También la proteina p53 induce un incremento transitorio del potencial de membrana
mitocondrial seguido de una disminucion del mismo, este proceso no involucra la
translocacion de Bax ni la activacion de Bid o la liberacion de citocromo ¢ (Li, 1999). Con
estos trabajos se apoya el papel de la proteina pS3 en la sefalizacion mitocondrial que
constituye un punto estratégico en la cascada de muerte (Marchenko et al., 2000; Schuler et
al., 2000). La regulacion del potencial de membrana mitocondrial y de la produccion de ERO
por este organulo, pueden constituir una via importante para la apoptosis inducida por p53, por
esta razon, se ha propuesto una via de sefalizacion directa de p53 que involucra a la
mitocondria y que puede actuar de manera sinérgica con su actividad transcripcional y de esta

manera amplificar su potencial apoptotico (Marchenko et al., 2000).
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3.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El origen del estrés oxidante en las células B por hiperglucemia se atribuye
principalmente a la reduccidon monoelectronica del oxigeno molecular, por los electrones
transportados en la cadena respiratoria mitocondrial, lo que resulta en la produccion de
especies reactivas de oxigeno (Sakai et al.,, 2003). Sumado a esto, el aumento de Ca®’
intracelular necesario para la exocitosis de la insulina también contribuye a la formacion de
ERO. Estas moléculas se proponen como responsables de la disfuncion de las células 3 y de
las alteraciones en la sintesis y secrecion de insulina (Marshak et al., 1999), asi como de la
acumulacion de metabolitos altamente reactivos capaces de unirse a proteinas y generar estrés
oxidante (Nishikawa et al., 2000).

Diversos estudios han demostrado que la apoptosis de las células [} pancreaticas ocurre
como consecuencia de hiperglucemia cronica e hiperlipidemia, caracteristicas de DT2; lo que
sugiere que en esta enfermedad, la capacidad de adaptacion de las células B pancreéticas para
afrontar los estados de resistencia a la insulina, se encuentra disminuida. En contraste con la
alteracién en la secrecion de insulina por hiperglucemia aguda transitoria, la exposicion
crénica a altos niveles de glucosa induce disfuncion y apoptosis de las células B, fenomeno
conocido como “glucotoxicidad”.

Las células B pancreaticas son muy sensibles al estrés oxidante (Grankvist, 1981).
Estudios in vitro han demostrado que las ERO producidas a través de las reacciones de
glicosilaciéon no enzimatica inducen apoptosis en las células B, y que el tratamiento con
antioxidantes disminuye el indice de células muertas por hiperglucemia (Donath et al., 1999).

Las ERO son capaces de dafiar muchos componentes celulares incluyendo el DNA. Estas
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alteraciones en el DNA resultan en la activacion de los mecanismos que detienen el ciclo
celular en puntos especificos, presumiblemente para dar tiempo a que el dafio sea reparado.
Entre las proteinas que se activan como consecuencia de dafos en el DNA se encuentra p53,
que regula la detencion del crecimiento y/o la induccion de la muerte celular a través del
mecanismo de apoptosis. Estudios recientes indican que las ERO son mediadores de la
apoptosis dependiente de p53. Una serie de genes llamados PIGs (genes inducidos por p53),
con funciones oOxido-reductoras, han sido identificados en células apoptdticas de carcinoma
colon-rectal (Polyak et al., 1999). Adicionalmente, la localizaciéon de p53 en la membrana
mitocondrial externa (Burns y El-Deiry, 1999) y los cambios observados durante la induccion
de la apoptosis por p53, son precedidos por la activacion trascripcional de varias oxido-
reductasas y por la produccion de ERO en miocitos (Fiordaliso et al., 2001). Estos eventos
permiten sugerir que el estrés oxidante, generado por el aumento de anion superéxido, por la
cadena transportadora de electrones mitocondrial durante la hiperglucemia, es de gran
importancia en la induccion de muerte apoptotica en células B y que la via de induccion
posiblemente involucre la activacion y movilizacion de la proteina p53 hasta la mitocondria.
Hasta ahora se sabe que la muerte de las células 3 ocurre a través del proceso de apoptosis.
Sin embargo, los mecanismos precisos se desconocen. Por lo que las investigaciones
encaminadas a esclarecer los mecanismos que regulan la muerte de las células 3, asi como la
generacion de conocimientos que nos ayuden a comprender la patogenia de la DT2 permitiré a
su vez, proponer tratamientos alternativos dirigidos a bloquear las vias de sefalizacion que

conducen a la muerte de estas células.
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4.- HIPOTESIS

La hiperglucemia produce alteraciones mitocondriales en las células de insulinoma y una
elevada produccion de especies reactivas de oxigeno que conducen a la muerte por

apoptosis, via activacion de p53.



5.1.- OBJETIVO GENERAL

Demostrar que las células de insulinoma mueren por apoptosis, como consecuencia del

aumento de especies reactivas de oxigeno mitocondriales inducido por hiperglucemia.

77
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5.2.- OBJETIVOS PARTICULARES

Demostrar que la hiperglucemia induce apoptosis en las células de insulinoma.

Evaluar la produccion de radicales libres de oxigeno mitocondriales inducidos por

concentraciones altas de glucosa

Estudiar los cambios en la permeabilidad mitocondrial y la liberacion de citocromo c en las

células de insulinoma cultivadas con concentraciones altas de glucosa.

Determinar la localizacion de p53 en las células de insulinoma cultivadas en un medio con

concentraciones altas de glucosa.
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6.- MATERIAL Y METODOS.

Reactivos

El medio de cultivo RPMI 1640, la soluciéon balanceada de Hank, tripsina, EDTA,
carbonylcyanide-m-clorophenyl-hydrazone (CCCP) se obtuvieron de Sigma chemical Co. (St.
Louis, MO); el suero fetal bovino, L-glutamina de GIBCO (Carlsbad, California); el JC-1
(5,5°,6,6’-tetrachloro-1,1",3,3 -tetraecthylbenzimidazolcarbocyanine iodide) de R&D systems
(Minneapolis, MN); dichlorofluorescein-diacetate (DCFH-DA) de Molecular Probes Europe
(Leiden, Netherlands); Anexin-V Fluos de Roche Applied Science (México, D.F.). Los
anticuerpos anti p5S3 (pab 240) y anti citocromo ¢ (H-104) de Santa Cruz Biotechnology, Inc.
(Santa Cruz, California). Las membranas sequi-blot (PVDF) y los marcadores de peso
molecular se obtuvieron de Bio-Rad (Hercules CA). Otros reactivos grado analitico se

obtuvieron de E. Merck (Darm Stadt. Germany).

Cultivo celular

Las células RINmSF se cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado con suero fetal
bovino al 10% (v/v), inactivado por calor (30 min a 50° con agitacion manual cada 5 min), 2
mM de L-glutamina, 1| mM de piruvato de sodio; 20 pg gentamicina y 23.8 mM de
bicarbonato de sodio en una atmésfera huimeda a 37°C y 5% de CO,. El cultivo se mantuvo a
dos concentraciones de glucosa 11 y 30 mM. Como un control de osmolaridad se adicion6
manitol a una concentracion de 25 mM.

Cuando las células alcanzaron 75% de confluencia, se desprendieron con 5 ml de
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tripsina al 0.025% - EDTA 2 mM y se recuperaron por centrifugacion por 5 min a 250 x g a
4°C. El boton celular se resuspendié con RPMI 1640 suplementado y se tomo una alicuota
para cuantificar el nimero de células y verificar su viabilidad, esto ultimo se realizé mediante
la prueba de exclusion de azul tripan. Esta técnica se basa en que las células muertas
incorporan el colorante debido a cambios en la permeabilidad de su membrana citoplasmica.
Posteriormente, se procedid a resembrar las células para aplicar los tratamientos. Con este
propbsito se colocaron 2.5 x 10° células en cada botella de 75 mm?, con 10 ml de RPMI 1640
suplementado, al dia siguiente se les cambid el medio y al segundo dia se adicionaron los

tratamientos, como se indica mas adelante.

Determinacion de la muerte celular por apoptosis
Citometria de Flujo

Las células se desprendieron con PBS-EDTA 2 mM, BSA 0.1%, se lavaron con PBS
por centrifugacion a 250 x g durante 5 minutos y se resuspendieron en amortiguador de unién
(Hepes 10 mm, pH 7.4, NaCl 140 mM, CaCl, SmM), para tener una concentracion celular de 1
x 10° células por mililitro. Se tomaron 100 pl de esta suspension y se les adicionaron 20 ul de
anexina V-Fluos (conjugada con isotiocinato de fluoresceina) (10 pg/ml) y 20 pl de ioduro de
propidio (50 pg/ml). Las muestras se agitaron en vortex y se incubaron durante 15 min a
temperatura ambiente y en ausencia de luz. Posteriormente se adicionaron 400 pl del
amortiguador de union y se procedid al andlisis en un citémetro de flujo FACSort (Becton
Dickinson System, San José, CA). Se adquirieron y analizaron 10,000 células por cada

tratamiento.
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La emision de la fluorescencia se midio a 515 nm excitando a488 nm en el caso de
anexina V-FITC (FL1) y midiendo la emision a 610 nm para el ioduro de propidio (FL2). Los
datos obtenidos se analizaron con el programa WinMDI version 2.4 para citometria de flujo.
Los resultados de fluorescencia se obtuvieron en una grafica en la que se registré la FL2 en el
eje de las “y” y la FL1 en el eje de las “x” en forma logaritmica. En esta grafica se formaron 4
cuadrantes: inferior izquierdo (células que no ingresaron el fluorocromo), aqui se localizan las
células vivas; inferior derecho (positivo para FL1 y negativo para FL2) aqui se localizan las
células positivas a anexina V-FITC, e indican apoptosis; superior izquierdo (negativo para
FL1 y positivo para FL2), en estas células ingres6 IP e indica necrosis; y en el cuadrante
superior derecho (positivo para FL1 y FL2), se encuentran las células que pueden encontrarse

en un estadio tardio de apoptosis o bien de necrosis

Analisis del DNA

Para extraer el DNA se utilizé la técnica de Navarro y col. 1998., modificada para
células en cultivo en nuestro laboratorio, el cual consistio en tratar a las células con un
amortiguador de lisis (Tris-HCl 25 mM pH 8.0 y EDTA 10 mM, 0.25% triton X-100),
posteriormente se hizo la extraccion de los acidos nucleicos con una mezcla de fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) y la precipitacion del DNA con etanol absoluto
durante 20 horas a —20°C. Se calcul6 la concentracion considerando la absorbencia a 260 nm.
Posteriormente se analiz6 la integridad del DNA en un gel de agarosa al 1.2% en amortiguador
de TBE (Tris 1M, écido boérico IM, EDTA 20 mM pH 8.3) a 45 volts durante 3 h, al finalizar

se realizd la tincion con bromuro de etidio (0.5 pg/ml). En un analizador de iméagenes (Gel
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Doc 2000, Bio-Rad) se obtuvieron los patrones de corrimiento del DNA.

Control positivo de Apoptosis

Las células RINmSF se cultivaron durante una hora en medio RPMI 1649 con 5.5 mM
de glucosa y 10% de SFB, al término de este tiempo, se les agregd estreptozotocina a una
concentracion de 5y 10 mM en un amortiguador de citratos 0.1 M pH de 4.0, se incubaron por
un periodo de 30 min, posteriormente se les cambio el medio por RPMI 1640 con glucosa
normal (11 mM), y se incubaron toda la noche. Para la tincion y andlisis, se sigui6 el
procedimiento previamente descrito. Este control se utilizd tanto para el analisis por citometria

de flujo como para la fragmentacion oligonuclosomal del DNA.

Fracciones subcelulares

Las células (2 x 107) se resuspendieron en 400 pl del siguiente amortiguador: Tri-HCl
10 mM pH 7.4; EDTA 0.5 mM, Sacarosa 250 mM, PMSF 0.1 mM, leupeptina 10 pg/ml,
pepstatina 5 pg/ml, aprotinina 2 pg/ml, con digitonina 10 pg/ml, se incubaron durante 5 min a
temperatura ambiente y se homogeinizaron con 10 golpes (homogenizador vidrio-teflon), se
centrifugaron a 750 x g a 4°C, durante 10 min, el sobrenadante se centrifugd en las mismas
condiciones, se recupero y centrifugdé nuevamente a 10,000 x g a 4°C, durante 15 min (Vrablic
et al., 2001). La pastilla final (mitocondrias), se resuspendié en el mismo amortiguador pero
sin digitonina y el sobrenadante se considerd como fraccidn citosélica; se tomo una alicuota de
cada fraccion para cuantificar proteinas por la técnica de Bradfort (Bradfort, 1976), Los

lisados se congelaron a —70°C hasta el momento en que se realizo el “Western blot”.
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Glutamato deshidrogenasa

Esta enzima se encuentra exclusivamente en la mitocondria, por lo que la medicién de
su actividad se utiliz6 como un control para la determinacion de la pureza de las fracciones
subcelulares. Esta técnica se basa en la produccién de NAD'. Se preparé directamente en la
celdilla un amortiguador de reaccidon que contenia: imidazol 85 mM, a-cetoglutarato 13.6
mM, acetato de amonio 0.22 M, NADH 0.12 mM, EDTA 0.9 mM, ADP 1 mM, Tritéon X-100
25 pl y se tom¢6 la lectura a 340 nm, inmediatamente después se adicionaron 20 pl de
homogeneizado total o de cada fraccion y se incubd durante 3 minutos, y se volvid a tomar la
lectura a los 0, 1 y 3 minutos (Bern y Bergmeyer, 1963). Las lecturas se realizaron en un
espectrofotometro Beckman modelo DU 64. La actividad enzimatica se expres6 como

unidades por miligramo de proteina por minuto bajo las condiciones antes mencionadas.

“Western blot” para p53 y citocromo C

Las fracciones (40 pg proteina), se mezclaron con 2 volimenes del amortiguador de
carga (Tris 125 mM, SDS 2%, glicerol 10%, mercaptoetanol 11 mM, azul de bromofenol
0.002%, pH 6.9) se calentaron por 5 min a 95°C y resolvieron en PAGE-SDS al 10%, 1 h a
100 volts para citocromo c y 2.5 h a 100 volts para p53, posteriormente se transfirieron a una
membrana de PVDF (0.8 mA/cmz, durante 2 h), en amortiguador Tris 25 mM, glicina 192 mM
y 20% de metanol. El corrimiento y la transferencia de las proteinas se confirm6 con rojo de
Ponceau S al 0.1%. Posteriormente, la membrana se lavo dos veces con TBS-T (NaCl 140
mM, Tris 50 mM pH 7.2; Tween 20 al 0.1%), antes de bloquear los sitios de union

inespecificos con leche libre de grasa al 5% en TBS-T durante 2 h a 20°C. Se incubd toda la
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noche a 4°C con el anticuerpo anti p53 (1:1000, pAb 240) o anti citocromo ¢ (1:2500, H-104)
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), en BSA al 1% en TBS-T. La union de los
anticuerpos se detectdé mediante la utilizacion de un segundo anticuerpo marcado con
peroxidasa de rabano (Schuler et al., 2000; Fiordaliso et al., 2001) y se revel6 utilizando un
estuche comercial de quimioluminiscencia (Perking Elmer Life Sciences, Boston USA),

siguiendo las instrucciones del proveedor.

Localizacion subcelular de p53 por microscopia confocal

Para este procedimiento las células se cultivaron en cubre objetos, colocados en una
caja de 6 pozos (25,000 células por pozo). Las células RINmSF se cultivaron en presencia de
11 6 30 mM de glucosa y se analizaron a las 16, 24 y 48 horas. Después de los tratamientos,
las células se lavaron con PBS y se fijaron durante 3 minutos con una mezcla de
acetona/metanol 1:1, se realizd un lavado con PBS y se procedid a marcar las mitocondrias,
para lo cual se utiliz6 la sonda fluorescente MitoFluor 589 (Molecular Probes), a una
concentracion de 200 nM en PBS, después de incubar en la oscuridad durante 20 minutos a
temperatura ambiente, las muestras se lavaron una vez con PBS y se incubaron por 3 horas
mas, en presencia del anticuerpo primario contra p53 (1:25 en BSA al 1% en PBS), en las
mismas condiciones. Después de lavar las células con PBS, se adicion6 el anticuerpo
secundario (anti ratébn conjugado con FITC, 1:100), en el mismo amortiguador por 3 horas
adicionales en las condiciones anteriores. Al final de este procedimiento se afiadieron 3 ul de
vectashield (protector de fluorescencia) (Vector Laboratories), a cada muestra y se montaron

en un porta objetos que se selld con barniz de uias transparente y se procedi6 al analisis. Las
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muestras se analizaron con un microscopio confocal Zeiss Axiovert 100 M provisto con un
rayo laser de argon/helio/neon. La sefial de los fluorocromos se captur6 a una longitud de onda
de 488/510 nm para la FITC y 568/590 nm para el MitoFluor. Para el andlisis se utilizd una
representacion con pseudo-color. El andlisis de los resultados se realizé con el programa LSM

5 Imagen Brownser para microscopia confocal.

Deteccion de especies reactivas de oxigeno (ERO)

Después del tratamiento con alta glucosa, las células RINmSF se lavaron con PBS y se
incubaron durante 30 minutos en la oscuridad con 3 ml de solucion de Hank y 2°,7°—diacetato
de diclorodihidrofluoresceina (DCDHF-DA) 5 uM. Este compuesto se interioriza en la célula
y es liberado de los grupos acetato por la accidon de esterasas intracelulares, formandose la
2°,7’ diclorodihidrofluoresceina (DCDHF). El DCDHF se oxida rapidamente en presencia de
peroxido de hidrogeno y/o de otros radicales libres, formando el 2°,7’-diclorofluoresceina
(DCF) el cual emite una sefial de fluorescencia que se analizé en un fluorémetro con lector de
placas Fluoroskan Ascent FL (Labsystems (exc 488 nm y 525 nm emision) (Kiningham et al.,
1999; Yamagishi et al., 2001). Treinta minutos antes de la adicion de DCDHF-DA, las células
se incubaron en presencia de los siguientes inhibidores: rotenona SuM, cccp 0.1uM, (Du X-L
et al., 2000; Yamagishi et al., 2001) y apocinina 10uM. (Meyer y Schmitt, 2000); por separado

y posteriormente en diferentes combinaciones.
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Potencial de membrana mitocondrial

Las células se cultivaron en cubre objetos, colocados en una caja de 6 pozos (25,000
células por pozo), en presencia de 11 6 30 mM de glucosa y se analizaron a las 48 horas. Los
cambios en el potencial de membrana mitocondrial se midieron utilizando la sonda
fluorescente JC-1 (5°,5°,6,6’-tetrametilbenzimidazolcarbocianina yoduro), una molécula
cationica capaz de cruzar la membrana plasmatica e internalizarse en la mitocondria (Barbu et
al., 2002). Para este proposito se utilizé un estuche de R&D (No. Catalogo TA700), siguiendo
las instrucciones del proveedor para células en monocapa y se analiz6 inmediatamente por
microscopia confocal utilizando los filtros de 525 nm (verde) y 590 nm (rojo) (Yamagishi et
al., 2001). El analisis de los resultados se realizo con el programa LSM 5 Imagen Brownser

para microscopia confocal.

Analisis estadistico.

El analisis estadistico se realizé con el paquete Sigma Stat v2.0 (Sigma-Aldrich Co.,
San Louis, Missouri, USA). Los resultados se expresan como promedios = DS. Se utiliz6 una
prueba paramétrica de comparaciones multiples (ANOVA). La comparacion entre grupos se

realizd con la prueba de Bonferroni.
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7.- RESULTADOS

Efecto de la hiperglucemia sobre la supervivencia de las células RINm5F

Las células RINmSF se cultivaron en un medio que contenia 11 6 30 mM de glucosa
durante 30 minutos, 2, 4, 24 y 48 h y se midid el indice de apoptosis. La apoptosis se
cuantifico por la fragmentacion oligonucleosomal del DNA y por la exposicion de
fosfatidilserina para lo cual se utilizé anexina V-FITC. La anexina V es una proteina que en
presencia de Ca®" se une a los fosfolipidos y en particular a la fosfatidilserina (Shiratsuchi et
al., 1998). La Figura 11 muestra la grafica de puntos que se obtiene después del analisis en un
citometro de flujo, en el eje de las ordenadas se indica la intensidad de fluorescencia de IP

(FL2) y en el de las abscisas la intensidad de fluorescencia emitida por anexina V-FITC.

Nuestros resultados demuestran que la exposicion a 30 mM de glucosa (Figura 12)
durante 48 h induce un aumento en el porcentaje de células positivas a anexina V, localizadas
en el cuadrante B (ver material y métodos). Un porcentaje menor de células se observo en los
cuadrantes superiores, (tanto C como D), que representan a las células con cambios
importantes en la permeabilidad de sus membranas, motivo por el cual permiten la
incorporacién tanto de IP como de anexina-V-FITC, e indica que estas células murieron por el
mecanismo de necrosis o bien que se encuentran en un estado de apoptosis tardia o necrosis
secundaria. Los resultados mostraron una diferencia con un valor de significancia de p< 0.001
(Figural3A), en el porcentaje de células positivas a anexina-V-FITC y negativas para IP,
unicamente en las células cultivadas en condiciones de hiperglucemia durante 48 h con

respecto al control (11 mM de glucosa) (36£11.3% y 7.53+.056% respectivamente). La
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concentracion alta de glucosa a tiempos tan cortos como 30 minutos, 2, 4 y hasta 24 h no

indujo apoptosis en las células RINmSF.

Otro metodo para verificar el fenomeno de apoptosis, es el andlisis de la integridad del
DNA, mediante electroforesis en gel de agarosa. Durante la muerte por apoptosis se observa
rompimiento internucleosomal del DNA con la formacién de fragmentos oligonucleosomales
de aproximadamente 200 pb. El analisis electroforético del DNA extraido de las células
RINmSF (Fig 13B) cultivadas en condiciones de hiperglucemia mostrd el patron en escalera,
clasico de apoptosis, a las 48 h. Esta caracteristica no se observo a las 24 h ni en las células

cultivadas con 11 mM de glucosa.

Separacion de Fracciones:

La actividad de la enzima glutamato deshidrogenasa se utiliz6 como un control de
pureza para la separacion de las fracciones mitocondrial y citosélica. Esta enzima se localiza
principalmente en la mitocondria y cataliza la incorporacién del grupo amino a partir de
amonio por aminacion reductiva del a-cetoglutarato (un intermediario del ciclo de Krebs). La
Figura 14 muestra el X £ DS de 10 experimentos con células cultivadas bajo condiciones
normales. En el eje de las “Y” se grafica la actividad enziméatica en U/mg proteina y en el de
las “X” la fraccion celular. Se consider6 estandarizada la técnica cuando la actividad de la

enzima en la fraccion citosolica no superd el 5%.
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Localizacién subcelular de p53 y liberacion de citocromo c

Reciéntemente se demostrd que la mitocondria constituye un blanco para p53 durante
la apoptosis inducida por esta proteina, se ha observado que p53 se localiza en la mitocondria
y participa en la regulacion de la permeabilidad mitocondrial de células tumorales (Mihara et
al., 2003). En este estudio demostramos que en condiciones de hiperglucemia la proteina p53
se moviliza hasta la mitocondria. El andlisis por “Western blot” revel6 la presencia de esta
proteina en la fraccion mitocondrial y no en citosol de las células cultivadas en condiciones de
hiperglucemia, no asi en el control; asi mismo se observd que cuando p53 se localiza en la
fraccion mitocondrial, también se presenta liberacion de citocromo ¢ hacia el citosol de estas

mismas células (Figura 15).

Analisis por microscopia confocal

Con el proposito de corroborar la distribucion intracelular de p53, realizamos un
analisis con microscopia confocal de p53 después de marcar las mitocondrias con una sonda
fluorescente en forma independiente al potencial de membrana (MitoFluor 589), por lo tanto
facilita su identificacion independientemente de la viabilidad celular (Figura 16). Las células
RINmSF se cultivaron con 11 6 30 mM de glucosa y se analizaron a las 16, 24 y 48 horas. La
presencia de p53 en las mitocondrias fue clara a partir de las 24 horas de hiperglucemia y
mostroé un incremento a las 48 horas, este evento no se observo en las células cultivadas con

11 mM de glucosa.
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Efecto de la hiperglucemia en la produccion de ERO en las células RINm5F

Una vez que se establecieron las condiciones para la induccion de la apoptosis en las
células RINmSF por hiperglucemia (glucosa 30mM), se procedidé a medir la produccion de
especies reactivas de oxigeno, mediante la fluorescencia de la DCF a 530 nm. En la figura 17
A puede observarse un incremento significativo (p<0.001), de hasta 2.5 veces en la generacion
de ERO. Con el proposito de determinar el origen de estos radicales, las células se incubaron
en presencia de rotenona (inhibidor de la cadena de transporte de electrones), cccp
(desacoplador de la fosforilacion oxidativa, que abate el potencial electroquimico de protones
mitocondrial) y apocinina (inhibe la NADPH-oxidasa), antes de adicionar la sonda. Los
resultados mostraron que la adicion de estos compuestos inhibe la produccion de ERO aun en
el grupo control 40% en promedio y hasta un 66% en el grupo tratado, sin embargo no se
observaron diferencias en el grado de inhibicién entre los tres compuestos por separado
(control: 49, 44, y 40%; hiperglucemia 62, 66 y 66%, rotenona, cccp y apocinina,
respectivamente) (Figura 17 B), asi como tampoco pudo observarse un efecto sumatorio,
cuando las células (control o expuestas a 30 mm de glucosa) se incubaron en presencia de una
combinacion de los inhibidores (rotenonatcccp 59%, cccptapocinina  62%,
rotenona+apocinina 61%), excepto cuando la combinacion fue rotenona+cccp+apocinina

(73%) (Figura 17 C).
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Efecto de la hiperglucemia en el Ay, de las células RINm5F

Con el proposito de saber si la apoptosis por p53 involucra alteraciones a nivel de
potencial de membrana mitocondrial, en las células RINmSF cultivadas con 30 mM de
glucosa, el monitoreo de los cambios en el Ay, se realizoé con JC-1. En las células vivas, JC-1
forma agregados conforme aumenta el potencial de membrana y la emision de la fluorescencia
(roja) se mide a 590 nm., por el contrario en las células muertas o que presentan alteraciones
en el Aym JC-1 emite una fluorescencia (verde) a 530 nm. Los cambios en la fluorescencia
verde y roja de JC-1 son exclusivamente dependientes de los cambios en el potencial de
membrana, por lo que ningun otro factor afecta el resultado (tamafio, forma o densidad de las
mitocondrias). En las Figuras 18 A y 18 B podemos observar que la emision de fluorescencia
a 530 nm de JC-1 es mayor en las células cultivadas con 30 mM de glucosa que en las células

control (11 mM de glucosa).
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Figura 11. Analisis por citometria de flujo de la muerte celular. Se ejemplifica una grafica
de puntos empleada para el andlisis de los datos que se obtuvieron por esta técnica de las
células RINmSF marcadas con anexina V-FITC e IP. FLI representa la fluorescencia emitida

por anexina V-FITC y FL2 la fluorescencia emitida por IP.
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Figura 12. Apoptosis de las células RINmM5F. El cultivo de las células RINmSF en
condiciones de hiperglucemia induce apoptosis, demostrada por el aumento de células

positivas a anexina V-FITC/negativas a IP. La grafica que se muestra es representativa de 5

experimentos independientes
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Figura 13. Induccion de apoptosis en células RINm5F por glucosa. A: Apoptosis de las
células RINmSF cultivadas en condiciones de hiperglucemia durante 24 y 48 h. A: Porcentaje
de células positivas a anexina V-FITC/negativas a IP. Se gréfica el promedio y la desviacion
estandar. * Indica la diferencia estadistica con una p< 0.001 cuando se comparo con el control
y con el tiempo de 24 h. B: Fragmentacion oligonucleosomal del DNA de las células RINmSF
por hiperglucemia. Linea 1: marcador de peso molecular. Linea 2: DNA de células RINmSF
cultivadas con 11 mM de glucosa. Linea 3 y 4: DNA de células RINmSF cultivadas con 30
mM de glucosa por 24 y 48 h, respectivamente. Esta figura representa 5 experimentos

independientes.
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Figura 14. Actividad de glutamato deshidrogenasa en la fraccion mitocondrial y
citosolica de células RINmM5F. La actividad se expresa en unidades por miligramo de
proteina. Las barras representan la media y la desviacion estdndar de 5 experimentos

independientes.
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Figura 15. Analisis de p53 y citocromo ¢ por “Western blot”. Identificacion de p53 y
citocromo ¢ en homogeneizado total y en las fracciones mitocondrial y citosélica de las células
RINmSF cultivadas con 11 6 30 mM de glucosa. MP: estandar de peso molecular; HT:
homogeneizado total; M: fraccion mitocondrial; C: fraccidon citosdlica; A: estandar de

citocromo c. La imagen es representativa de 5 experimentos independientes.
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Figura 16. Localizacion de p53 por microscopia confocal. Distribucion intracelular de p53
en las células RINmSF cultivadas con 30 mM de glucosa durante 16, 24 y 48 h, después de
tefiir las mitocondrias con MitoFluor 589. En rojo se muestra la tincidén para mitocondrias, en

verde para p53 y la co-localizacion de p53 en la mitocondria se muestra en amarillo.
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Figura 17. Efecto de la glucosa (11 6 30 mM por 48 h), en la produccidon de especies
reactivas de oxigeno (ERO) de las células RINmM5F. A: Produccion de ERO de las células
RINmSF inducida por alta glucosa. Los resultados se expresan como unidades de
fluorescencia a 530 nm de la diclofluoresceina (DCF). Se grafico el promedio y la desviacion
estandar de 5 experimentos por separado. * Indica diferencia estadistica con una p<0.001. B
y C: Produccion de ERO en presencia de rotenona (R), CCCP (C) o apocinina (A) y en una
combinacion de los inhibidores, respectivamente. Estos resultados muestran el promedio y la
desviacion estdndar de 5 experimentos. * Indica diferencia estadistica con una p<0.001
cuando se compara con inhibidor y sin inhibidor (-INH) y ** p<0.001 cuando se realizé la

comparacion entre grupos.
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Figura 18. Efecto de la hiperglucemia en el Aym de las células RINm5F medido por
cambios en la fluorescencia de JC-1. A: 11 mM de glucosa; B: 30 mM de glucosa. En las
células vivas JC-1 forma agregados de color rojo y cuando el potencial aumenta y/o se colapsa
JC-1 emite en el rango de fluorescencia verde. La figura es representativa de 5 experimentos

independientes. El aumento es de 100x.
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8.- DISCUSION

Estudios recientes sugieren que el efecto de la hiperglucemia en la funciéon de las
células B depende del tiempo de exposicion y del fondo genético de estas células. Aunque aun
existe controversia sobre los efectos de la hiperglucemia en la proliferacion y la apoptosis de
las células B pancreaticas, hay suficientes evidencias en las que se ha observado que los
estados de hiperglucemia cronica alteran la funcion de la célula B y conducen a la muerte
(Roche, 2003). Sin embargo, falta mucho por conocer sobre los mecanismos moleculares

involucrados en estos procesos debidos a glucotoxicidad.

La masa de células [ esta regulada por varios factores que incluyen el tamafo, la tasa
de replicacion y/o diferenciacion y la tasa de apoptosis. La disminucion de las células 3
pancreaticas durante los estados cronicos de hiperglucemia ocurre a través del mecanismo de
apoptosis (Mandrup-Poulsen, 2001). El incremento en la tasa de apoptosis se ha demostrado
en el humano y en modelos experimentales de diabetes y se le considera responsable de la
reduccion en la masa de células B en pacientes con DT2, tanto obesos como delgados (Butler
et al., 2003). La disminucién en la masa de células § pancreaticas también se ha observado en
personas con alteraciones de la glucosa en ayuno, lo que sugiere que la apoptosis de la célula 3
puede ser un evento temprano en el desarrollo de DT2 (Giorgino et al., 2005). Sin embargo, el
mecanismo preciso mediante el cual la hiperglucemia induce la muerte de las células 3 hasta
ahora se desconoce. Las publicaciones mas recientes sobre este tema, se han centrado
alrededor del metabolismo mitocondrial debido a que representa la fuente principal de ERO

que tienen una participacion importante en el mecanismo de apoptosis (Gottlieb, 2000; Moll y
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Zaika, 2001).

Un signo temprano de la muerte por apoptosis es que las células preservan la integridad
de su membrana plasmatica y muestran translocacion o inversion de fosfatidilserina hacia la
cara externa; este fosfolipido normalmente se encuentra confinado a la membrana interna. En
nuestro estudio observamos que la incubacion de las células RINmSF en un medio alto en
glucosa (30mM), durante 16 y 24 h, no mostraron ningin cambio bioquimico ni morfolégico
asociado con apoptosis. Solo hasta las 48 h de incubacion se pudieron detectar cambios
significativos caracteristicos de apoptosis, como fueron la externalizacion de la fosfatidilserina
evidenciado por la fluorescencia de anexina V-FITC y la fragmentacion oligonucleosomal del
DNA. Estas observaciones nos permiten concluir que la apoptosis fue el mecanismo principal
por el cual murieron las células RINmSF cultivadas en concentraciones altas de glucosa.

Previo a este tiempo no observamos células apoptoticas en el cultivo con 30 mM de glucosa.

En el proceso de apoptosis la mitocondria tiene un papel central en la fase de
ejecucion, debido a que almacena en su espacio intermembranal activadores y efectores de la
muerte celular, como el citocromo ¢, e.ntre otros. La permeabilizacion de la membrana
externa esta asociada con disfuncion mitocondrial, colapso del potencial membranal (AWy,) y
liberacion de los factores pro apoptéticos (cit ¢, AIF, Smac/diablo). Ademas se observa la
translocacion de proteinas de sefializacion y moléculas efectoras entre el nucleo, el citoplasma
y las mitocondrias, entre ellas Bax (Zong et al., 2001), AIF (Susini et al., 1999) y

endonucleasa G (Wang, 2001). De particular interés resulta la movilizacion de proteinas
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proapoptoéticas hasta la mitocondria donde inducen disfuncion de este organelo y en este grupo
se encuentra p53 (Moll y Zaika 2001). Fiordaliso y col. (2001) propusieron que p53
participaba en la apoptosis de miocitos en precencia de glucosa alta. La O-glicosilacion de
p53 conduce a la acumulacion de angiotensina I y a la apoptosis de miocitos via activacion de
Bax. También se ha reportado que los blastocistos de ratones “knockout” para p53, cultivados
con concentraciones altas de glucosa no presenta apoptosis, lo que sugiere que p53 es

necesaria para la induccion de apoptosis por hiperglucemia (Allen 2005).

En este trabajo se muestra que en las células RINmSF la localizacién de p53 en la
mitocondria se detectd por inmunofluorescencia in situ, a las 24 y 48 h en condiciones de alta
glucosa. El analisis por microscopia confocal mostré una clara localizacion de p53 en la
mitocondria a partir de las 24 h, misma que se increment6 de forma importante a las 48 h. La
presencia de p53 en la mitocondria de las células RINmSF cultivadas con concentraciones
altas de glucosa durante 24 h constituye un evento temprano, que antecede a la translocacion
de fosfatidilserina, uno de los primeros cambios en la membraba citoplasmatica de las células
que mueren por apoptosis. El aumento de p53 que se observo en la mitocondria a las 48 h
coincidié con el incremento en el porcentaje de células apoptoticas, de acuerdo a todas las
manifestaciones de este tipo de muerte: presencia de fosfatidilserina en la cara esterna de la
membrana (positivas a anexina-V-FITC), cambios en el Ay, liberacion de citocromo ¢ y
fragmentacion oligonucleosomal del DNA. Todos estos eventos no se observaron en las
células control. Estudios previos, realizados por Mihara y col. (2003) en otro tipo celular, han

demostrado que la liberacion de citocromo c es un efecto directo de la translocacion de p53
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hasta la membrana externa de la mitocondria. Ellos utilizaron mitocondrias aisladas de higado
de rata, incubadas en presencia de p53 silvestre de raton y observaron que el 90% del cit ¢ se
libera dentro de los primeros 30 min (Mihara et al., 2003). Con nuestros resultados
demostramos que la hiperglucemia induce la muerte de las células B pancreaticas por el
mecanismo de apoptosis, posiblemente a través de la movilizacion de la proteina p53 hasta la

membrana mitocondrial y con disminucion en el Ay,

El colapso del Ay, constituye un elemento clave para la liberacion de los factores
proapoptoticos mitocondriales (Gottlieb, 2000). La permeabilidad transicional de la
mitocondria (MPT), que resulta de la apertura de un complejo multiproteico que forma un
poro localizado sobre el sitio de contacto entre la membrana interna y externa de la
mitocondria (Kroemer et al., 1998), participa de manera importante en los mecanismos de
muerte celular; asi por ejemplo, estd asociado con el colapso del Ay, y con la liberacion del
factor inductor de apoptosis (AIF) y de citocromo c, los cuales conducen a la activacion de las
caspasas (principalmente caspasa 3) y con ello a la fase degradativa de la apoptosis. La
liberacion de citocromo ¢ y otras proteinas proapoptoticas, estd regulada por la familia de
proteinas de Bcl2 (Brady y Gil-Gomez, 1998). La proteina anti apoptdtica Bcl-2 esta
localizada principalmente en la membrana externa de la mitocondria donde puede inhibir la
insercion u oligomerizacion de Bax (Mikhailov 2001) y con ello evitar la interrupcion del Ay,
(Shimizu et al., 1998) y la muerte celular (Kroemer et al., 1998; Barbu et al., 2002). Se sabe
que varias vias de sefializacion para la apoptosis convergen en la activacion de las proteinas

proapoptdticas como Bax seguida por la translocacion de esta molécula a la membrana externa
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mitocondrial donde se oligomeriza e induce la apertura del poro y los cambios en la
permeabilidad mitocondrial (Mikhailov, 2001).  Entre los factores que inducen la
permeabilidad transicional de la mitocondria se encuentran: las concentraciones elevadas de
Ca”", el estrés oxidante y la disminucion de ATP. Las alteraciones mitocondriales promueven
un aumento en la producciéon de ERO y por ende un estado de estrés oxidante. En esta
condiciones también aumentan las concentraciones intracelulares de Ca*" y disminuye la
produccion de ATP y, como ya se menciond, esta situacion promueve la MPT y aumenta la
susceptibilidad a la muerte (James y Murphy, 2002). La MPT puede estar regulada por otros
factores como los niveles de ADP, pH de la matriz, Ay, y el estado energético mitocondrial.
Las ERO también regulan la MPT ya que sus grupos tioles interactuan facilmente con estas
moléculas. El anidon superdxido induce la liberacion de citocromo ¢ a través de la
permeabilizacion de VDAC en la membrana mitocondrial externa. El estrés oxidante
incrementa la posibilidad de apertura del poro al modular los grupos sulfihidrilos, los cuales
gobiernan su apertura (Duchen, 2004). Aunque los cambios en la MPT constituye una via
para la liberacién de proteinas especializadas, éstas también pueden salir por un mecanismo
independiente que involucra la permeabilizacion de la membrana externa sin interrupcion en la

membrana interna (James y Murphy, 2002).

Se ha demostrado que muchas formas de apoptosis y de necrosis tienen una fase
efectora comun, la permeabilidad transicional mitocondrial, lo cual puede resultar de la
apertura de un complejo multiproteico que forma un poro localizado sobre el sitio de contacto

entre la membrana interna y externa de la mitocondria (Kroemer et al., 1998). El MPT esta
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asociado con la interrupcion de la potencial de membrana mitocondrial (Ayy,). Una reduccion
en el Ay, con o sin MPT, puede también observarse en respuesta a diversas moléculas
incluyendo el 6xido nitrico, peroxinitrito y otras ERO. Ademads de la interrupcion del Ay, el
MPT conduce al desacoplamiento de la cadena respiratoria mitocondrial con el cese en la
produccion de ATP, aumento en la produccion de ERO y disminucion de glutation reducido;
en un momento dado, algunos de estos eventos pueden promover la necrosis de la célula
(Kroemer et al., 1998). Sin embargo, MPT est4 también asociado con la liberacion del factor
inductor de apoptosis (AIF) y la liberacion de citocromo c, los cuales conducen a la activacion

de las caspasas (caspasa 3) y con ello a la fase degradativa de la apoptosis.

La naturaleza exacta de las alteraciones inducidas por p53 a nivel mitocondrial en
células tumorales se desconoce sin embargo, estudios realizados con este tipo de células han
planteado la posibilidad de que p53 pudiera formar complejos con los miembros de la familia
Bcl2.  Estudios por “Western blot” revelaron la presencia de los complejos p53/Bcl2 y
p53/BcelxL (Mihara et al., 2003), con lo cual se inhibe Bcl2 y BelxL y se permite la accion de
las proteinas proapoptodticas como Bax, dafnos sobre la membrana mitocondrial y liberacion de

citocromo ¢ (Chipuk et al., 2004).

Se sabe que la apoptosis en respuesta a p53 es dependiente del incremento en la
produccion de ERO, las cuales alteran la permeabilidad mitocondrial y se permite la liberacion
de factores apoptogénicos (cit ¢, AIF, Smac/diablo) (Li et al., 1999; Chandra et al., 2000).

Previamente se ha demostrado que el estrés oxidante induce la expresion de p53 (Chen et al.,
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1998) y que esta proteina estimula la produccion de ERO (Hussain et al., 2004) a través de la
activacion de genes asociados con el metabolismo de estos radicales (Polyak et al., 1999;
Macip et al., 2003). Este hecho aumenta la posibilidad de que los eventos de 6xido-reduccion
también puedan regular los niveles de p53. Asi por ejemplo, se ha demostrado que la NADH
quinona oxidoreductasa regula la estabilidad de p53 (Asher et al., 2001). Estos eventos
sugieren que el dafio oxidante mitocondrial es de gran importancia en la muerte celular
inducida por p53. Bajo estas circunstancias p53 induce envejecimiento celular y la respuesta
apoptdtica se observa cuando hay una sobre produccion de ERO, debida a algun estimulo
adicional, que en el caso de las células B se pudiera deber a los estados crénicos de

hiperglucemia (Bonini et al., 2004).

A nivel celular mucho se sabe sobre los efectos deletéreos de un ambiente con altas
concentraciones de glucosa se conocen diversos mecanismos de sefializacion que contribuyen
a los cambios en el fenotipo inducidos por glucosa, como la hipertrofia y las alteraciones
funcionales, asi como su papel como mediador de apoptosis en diversos tipos celulares. Una
de las primeras respuestas celulares a la hiperglucemia es la produccion de ERO y de especies
reactivas de oxidos de nitrogeno (ERON). EI mecanismo bioquimico de glucotoxicidad
involucra un estado de estrés oxidante cronico y las células [ pancreaticas son particularmente
sensibles a sus efectos (Marshak et al., 1999; Robertson et al., 2003). Se ha demostrado con
anterioridad que en varias estirpes celulares la hiperglucemia incrementa la produccion de
ERO en las células MIN, células de endotelio y plaquetas en cultivo, atin a tiempos tan cortos

como 15 minutos (Nishikawa et al., 2000; Yamagishi et al., 2001; Brownlee, 2001; Sakai et
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al., 2003). Nuestros resultados demuestran que la incubacion de las células RINmSF bajo
condiciones de hiperglucemia (30mM glucosa), por un periodo de 48 h, produce un aumento
de hasta de 2.5 veces en la produccion de ERO en comparacién con el control. La
determinacion de las ERO en presencia de rotenona (inhibidor del complejo I de la cadena
respiratoria mitocondrial) y cccp (desacoplador de la fosforilacion oxidativa) (Du X-L et al.,
2000; Yamagishi et al., 2001), revel6 que el estado de estrés oxidante que se genera por
hiperglucemia se debe, al menos en parte, al aumento en la produccion de aniéon superdxido
por la cadena transportadora de electrones mitocondrial. Se sabe también que la apocinina
(inhibidor de NADPH oxidasa) reduce hasta en un 89% la produccion de anioén superoxido en
el cultivo de células endoteliales bajo condiciones de hiperglucemia (Meyer y Schmitt, 2000).
La produccion de anion superdxido causada por hiperglucemia ocurre principalmente via
cadena transportadora de electrones mitocondriales. Una concentracion de glucosa alta causa
la interrupcion de la cadena transportadora de electrones en el complejo III, que da como
resultado una mayor reducciéon monoelectronica del oxigeno molecular por la coenzima Q
dando paso a la formacién de anién superoxido. Esto quiere decir que el metabolismo de la
glucosa, en condiciones de estrés como la hiperglucemia, conduce a un exceso en la
produccion de especies reactivas de oxigeno y por lo tanto de estrés oxidante. En nuestro
estudio observamos que la apocinina reduce también la generacion de ERO, aunque este
efecto no fue estadisticamente diferente con respecto a los inhibidores mitocondriales. Un
efecto similar se observo cuando las ERO se cuantificaron en presencia de una combinacion
de los inhibidores el porcentaje de inhibicion fue mayor siempre que estuvo presente la
apocinina (rotenona + cccp + apocinina). Esto sugiere que la activacion del sistema NADPH

oxidasa contribuye de manera importante, junto con la mitocondria al estrés oxidante en
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células RINmSF cultivadas con 30 mM de glucosa. Estos resultados concuerdan con los
publicados por Oliveira y col. (2003) en los que refiere la presencia de este sistema en células
B pancredaticas de rata y células HIT-T15 en cultivo asi como su participacion en la generacion
de H,0,. EI complejo NADPH oxidasa constituye la fuente principal de anion superodxido en
células fagociticas, el cual conduce a la formacion de otras especies reactivas destinadas a la
eliminacion de los microorganismos. En las células no fagociticas, el papel de la NADPH
oxidasa permanece sin ser definido, aunque dada la importancia de los radicales libres en
diversas vias de sefializacion bajo condiciones fisioldgicas, como es el aumento en la
movilizacion de Ca®", se ha propuesto su participacion en el mecanismo de secrecion de la
insulina (Oliveira et al., 2003). Sin embargo, su sobreactivacion puede contribuir al estado de
estrés oxidante inducido por concentraciones elevadas de glucosa y por lo tanto a la disfuncion

de las células B pancreaticas (Inoguchi y Nawata, 2005).
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9.- CONCLUSIONES:

1.- El cultivo de las células RINmSF en condiciones de alta glucosa durante 48 h induce la
muerte por apoptosis, como se demuestra por la exposicion de fosfatidilserina, fragmentacion
oligonucleosomal del DNA, cambios en el potencial de membrana mitocondrial y liberacion

de citocromo c.

2.- La apoptosis de las células RINmSF causada por concentraciones alatas de glucosa
correlaciona positivamente con la localizacion mitocondrial de p53 y los cambios en el

potencial de membrana a las 48 h de cultivo.

3.- La migracion de p53 a la mitocondria de las células RINmSF cultivadas con
concentraciones altas de glucosa por 24 h, antecede a la exposicion de fosfatidilserina en la

cara externa de la membrana celular.

En resumen, nuestros resultados demuestran por primera vez que la movilizacion de la
proteina p53 desde el citosol hasta la mitocondria y los cambios asociados al potencial de
membrana mitocondrial, forman parte del mecanismo de induccion de la apoptosis de las

células RINmSF, durante el estado de estrés oxidante provocado por hiperglucemia
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