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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 Ia hiperglucemia induce la apoptosis de las célujas B
pancredticas no estd completamente entendido. Sin embargo, se sabe que la biperglucemia
crdnica 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 st el estrés
oxidativo generado por hiperglucemia esta relacionado con la apoptosis de las células
RINmSF via translocacion de p53 hasta la mitocondria. Con este propésito se cultivaron
células productoras de insulina (RINm5F) en medio RPMI 1640-SEB 10%, en presencia de 11
6 30 mM de glucosa durante 30 minutos, 2, 4, 24 y 48 h. La apoptosis se evalud mediante
citometria de flujo per tincion de las células con anexina-V-FITC ¢ ioduro de propidio (IP); de
forma adicional se analizé la integridad del DNA por electroforesis en gel de agarcsa. Las
especies reactivas de oxigeno (ERQO), asi como su origen se detectaron con la sonda 2°,7'—
diacetato de diclorodihidrofluoresceina (DCDHF-DA) en presencia de: rotenona SuM
(inhibidor del complejo 1 mitocondrial), cccp 0.1uM (desacoplador de Ja fosforilacién
oxidativa) y apocinina 10tM (inhibidor de la NADPH oxidasa}. Con el propésito de conocer
la distribucion intracelular de p53 y la liberacion de citocromo ¢ se realizé un estudio por

“Western blot”™ y por microscopia confecal para lo cual se tifieron las mitocondrias con



MitoFluor 589 y p53 con un anticuerpo especifico. Los cambios en el potencial de membrana
mitocondrial se estimaron medianie los cambios en la fluorescencia del colorante JC-]
(Estuche de R&D Systems). Los resultados demostraron quc 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 RINmSF; ya que no se observaron cambios en el porcentaje de células positivas
a anexina V-FITC/megativas a IP (7.52t 0.89 y 9.5331.03, control y a las 24 h,
respectivamente) Un aumento significativo en esta poblacidn celular (36£11.3%) se observé
tinicamente a las 48 h de cultivo con 30 mM de glucosa, estos eventos correlacionaron con fa
fragmentacion oligonucieosomal del DNA proveniente de estas mismas células. Ademads se
observd un aumento de 2.5 veces con respecto al contro] (67.32+7.54 y 175.6%18.3
respectivamente) en la produccién de ERO de origen mitocondrial, con una importante
contribucion por parte de la NADPH oxidasa en condiciones de alta glucosa. El andlisis por
“Western blot” revel6 la presencia de p53 en las mitocondrias y por microscopia confocal se
dierminé que esta proteina puede localizarse en las mitocondrias a partir de {as 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 liberacién citosdlica de citocromo c¢. Con base en estos
resultados podemos concluir que en condiciones de estrés ox.idativo por alta glucosa, la
proteina p33 se moviliza hacia fa mitocondria e induce cambios en el potencial de membrana y

la liberacidn de citocromo ¢, llevando finalmente a la apoptosis de las células RINmSF.



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 (RINmS5F) 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), us well as their origin, were detected using
dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCDHF-DA) in the presence of rotenone 5 uM
(mitochondrial complex 1 inhibitor), ccep 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 ¢ytochrome ¢, « Western Blot test and confocal microscopy

was done for which the mitochondria were stained with MitoFluor 589 and p53 with a specific



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 Pl (7.52 + 0.8%9 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 impertant 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 cylochrome c.
Based on these results, we can conclude that under oxidative stress conditions due o
hyperglycemia, protein p33 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.



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

La diabetes es un grave problema de salud publica a nivel mundial, debido al aumnento
en su incidencia, particularmente en los paises en vias de desarrollo o de reciente
industrializacién. 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 vy ia primera causa cn ¢l grupo de 45 y 64 afios 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 disminucién de la
actividad fisica cotidiana. La diabetes tipo 2 (DT2) es la mis frecuente en la poblacién y en
particular en la poblacién mexicana. Se ha tdentificado a la obesidad como factor de riesgo en
21.4% de la poblacién, 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 afios con la
enfermedad y se estima que por cada dos pacientes conocidos existe uno que no s¢ ha
identificado. Actualmente es de preocupar el aumento que se observa en la prevalencia de
diabetes tipo 2 en nifios y jévenes (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 secrecidén de insulina o por disminucién de la sensibilidad tisular a esta hormona
(Giogino et al., 2005). lL.a diabetes estd 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 ¢ infarto al miccardio (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
destruccién progresiva y selectiva de las células B pancredticas, lo que contleva a una
deficiencia absoluta de insulina. La diabetes tipo 2, en la mayoria de los casos, involucra un
estado prediabético que se caractertza por una menor sensibilidad de los tejidos efectores a las
acciones de la insulina (musculo y tejido adiposo principalmente), que Jleva a fallas para
internar la glucosa en respuesta a las concentraciones normales de esta hormona; este evento
se conoce comoresistencia a la insulina”; las manifestaciones clinicas de la enfermedad
sobrevienen cuando las células B son incapaces de producir la cantidad extra de insulina para
contrarresiar 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 ta hiperglucemia,
aunque la DT2 y en menor gradoe la intolerancia a la glucosa, cominmente ocurren junto con
una coleccién de problemas bioquimicos que constituyen el denominado sindrome metabélico
X, que incluye obesidad central, hipertensién, aterosclerosis, hipertrigliceridemia y bajas
concentraciones de lipoproteinas de alta densidad-colesterol (HDL-colesterol) (Lebovitz,
1999).

La DT2 estd caracterizada por alteraciones en la secrecidn de insulina. Investigaciones
recientes sugieren que una disminucidn en la masa de células 3 puede contribuir a este efecto.
Analizando biopsias de tejido pancredtico de sujetos sanos obesos y delgados, vy de diabéticos,

se ha demostrado una disminucién en la masa de células B de los diabéticos. El mecanismo
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responsable de esta disminucidn, es el incremento en la tasa de muerte por apoptosis (Butler et
al., 2003). La destruccién de las células [} pancredticas en cultivo con concentraciones
elevadas de glucosa, se ha asociado a la activacién 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 apoptosts pueden ser de gran importancia en la prevencién
y mancjo de la diabetes.,

La apoptosis constituye una medida fisiolégica de eliminacién celular, bajo control
genélico, que se caracteriza por colapso celular, condensacién de la cromatina y fragmentacién
del DNA. Las células apoptéticas son rdpidamente fagocitadas por células vecinas o
macréfagos, previniendo una reaccitén inflamatoria. La apoptosis se ha propuesto como un
evenlo critico para mantener Ja homeostasis tisular, que asegura el estado de salud de los

organismos (Hengartner, 2000).

Cuadro L. Clasificacién de la Diabetes

Tipo de Diabetes Caracteristicas

1 - Destruccion total de células 3
- Mediada por inmunidad idjopdtica

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

Otros tipos especificos - Defectos genéticos en la funcién de la célula 3
- Defectos genéticos de [a insulina
- Endocrinopatias
- Inducida por quimicos o farmacos
- Asociada a infecciones
Diahetes gestacional

(ADA, 2004).

£ YUDHMILID PG D NFORMAGION

ARCHIVO HISTORICO
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2. ANTECEDENTES
2.2.- Fisiologia de la célula B:

El pancreas humano cuenta con | a 2 millones de islotes de Langerhans, lo que
corresponde entre el 3 y 5% de la masa pancredtica total, €stos se encueniran 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
localizacién de los islotes esta relacionada con su ontogenia, aquellos islotes relativamente
grandes cn el ratén estdn claramente situados de forma adyacente al conducto pancreitico del
que se desarrollan en el feto. En el humano, el desarrollo de los 1slotes comienza a las 10
semanas de la gestacion y se cree que continua hasta la nifiez (Bonner-Weir, 2000). Los
islotes estdn constituidos por 3 tipos fundamentales de células, aifa, beta y delia, que se
diferencian entre si por sus caracteristicas morfolégicas y de tincion. Las célutas B
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, ¢sta dltima suele liberarse paralelamente a la insulina
aunque su funcidn 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 o constituye la glucosa. Su funcién normal es dependiente de la expresion de un
grupo reducido de genes que permiten que responda de igual manera a un pequeiio incremento
de la glucosa sanguinca, con la liberacion de una cantidad apropiada de insulina a la
circulacién (Jonas et al., 1999),

La masa de células B pancredticas estd regulada por al menos cuatro mecanismos

independientes: (1) replicacion (mitosis de células existentes), (ii) tamaio, {iil) neogénesis
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(células 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 [} pancredticas. La contribucién de cada uno de ellos es variable y puede cambiar en
los diferentes estados de la vida o bien cuando [a masa de células (3 se adapta a los cambios
metabélicos (Rhodes, 2005). En condiciones normales, justo después del nacimicnto, hay un
incremento transitorio en Ja replicacidn y ncogénesis de Jas células B, también se observa
apoptosis, probablemente necesaria para el arreglo final de los islotes pancredticos. 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 B, es de
aproximadamente 60 dias. [En condiciones fisiol6gicas cerca de 0.5% de células 3
experimentan apoplosis. que se neutraliza per la tasa de replicacidn y en menor grado por Ja
neogénesis. Normalmente. el tamafio de las células (b ¢s relativamente constante, por lo tanto
la masa celular a lo largo de la vida del adulto, 1ambién es constante; no asi en los dltimos
afios de la vida. donde se observa una disminucidén en la masa de células B por un ligero
incrementoe 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 adaptacién a la carga metabdlica, ain en condiciones de
obesidad y resistencia a la insulina, sin embargo llega un momento en el cual se presenta una
disminucidn progresiva en la masa de las ¢élulas B tanto en roedores como en humanos y que

coincide con el injcio de la diabetes tipo 2, ésta disminucién se debe al incremento en la tasa



14

de apoptosis.

2.1.1.- Funcién mitocondrial

La mitocondria es un organulo citoplasmdtico de caracteristicas muy especiales, quiza
debido a su posible origen endosimbidtico siende un componente importante en la vida de la
c€lula. La hipdtesis endosimbidtica del origen de la mitocondria se basa en la presencia de Ja
doble membrana que la rodea y de DNA circular mitocondrial, muy parecido al de las
bacterias. El DNA mitocondrial en el humano, conticne solamente 37 genes (16 569 pares de
bases), codifica para 13 polipéptidos, que son parte del complejo enzimdtico de
multisubunidades de la cadena respiratoria. El genoma nuclear especifica el resto de
subunidades enzimiticas y otras proteinas mitocondriales; 1as cuales son sintetizadas en el
citosol e importadas a lu mitocondria. El nicleo también controla la actividad transcripcional
del DNA mitocondrial a través de protefnas reguladoras como: el factor transcripcional
mitocondrial A, coditicado por el mismo. ElI DNA mitocondnal es muy susceptible a
mutaciones, debido a que posee tinicamente secuencias codificantes y sus mecanismos de
reparacion son muy pohres; como consecuencia es muy sensible al estrés oxidante (Maechler
y Wolheim, 2001). Estructuraimente, la mitocondria presenta dos compartimentos bien
definidos. matriz y cspacio intermembranal, delimitados por dos membranas, interna y
externa, con caracteristicas morfolégicas y funcionales bicn definidas (De Pierre v Ernster,
1997; Gray el al., 1999; Gottlieb 2000). En la matriz se localizan varias copias del genoma
circular mitocondrial (herencia de su pasado procarionta), ribosomas y numerosos complejos
enzimdticos necesarios tanto para las funciones energélicas, como para la expresién vy

replicacién génica. El espacio intermembranal tiene un menor contenido proteico. en el que se



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 morfol6gicamente por presentar invaginaciones denominadas
crestas, presenta multitud de complejos enzimdticos (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

mnferiores a 6000 daltones (Figura 1).

fubasamas 70 S Matriz rstocondrial

circular

Mernbrana intarna

Crestas ritocondriales

Figura 1.- Estructura de la mitocondria,
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LLa 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 formacién 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 ]a provision de ATP, la mitocondria participa en
eventos importantes de la fisiofogfa celular. Especificamente, en las cétulas B pancredticas, el
ATP y otros factores mitocondriales acomparian el acoplamiento del metabolismo de la
glucosa a la secrecién de insulina y como sensor de la tensién de oxigeno en la cardtida y la
vasculatura pulmonar. Hace un par de décadas se observé que su presencia era necesaria para
la induccidn de muerte celular por apoptosis, por 1o que actualmente se sitlla a Ja mitocondria
como el punto donde convergen diferentes vias de sefializacién 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 ¢ (cit ¢) y el factor inductor de apoptosis
(AIF), los que activan diferentes rutas de sefalizacién necesarias para la induccién de la
muerte celular por apoptosis (Ortega-Camarillo et al., 2001). Ademis de las enzimas
necesarias para €l metabolismo intermediario, fa mitocondria atberga enzimas limitantes de la
biosintesis de esteroides, del grupo hemo y la anhidrasa carbdnica. Por lo que no es de
sorprender gue las alteraciones en Jla funcién mitocondrial conduzcan al desarrollo de
enfermedades, a cambios sutiles en la fisiologia e incluso la muerte de la ¢élula. Un nimero
creciente de estudios coloca a la disfuncién mitocondrial como ¢l centro de diversas
patologfas, principalmente en el corazén y en el sistema nervioso central, diabetes vy

padecimientos relacionados con el envejecimiento (Olson et al., 2001) (Cuadro I1).
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Cuadro I1.
Enfermedades y procesos relacionados con disfuncidn mitocondrial,
Procesos neurodegenerativos: Parkinson
Alzheimer
Esclerosis aminotréfica lateral
Diabetes
Envejecimiento

Corazdn, cerebro y rifién

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 e}
metabolismo de substratos como el piruvato, algunos aminodcidos y los productos de la B-
oxidacién de los dcidos grasos que entran al ciclo de los 4cidos 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 produccidén de ATP (Hicks y Medina,
2001).

El flujo de electrones a través de la cadena respiratoria mitocondrial se lleva a cabo por
4 complejos enzimdticos 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 1, 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 11). Los electrones de fa CoQ son transferidos al complejo I11.
Posteriormente pasan a través del citocromo ¢, al complejo IV y finalmente al oxigeno
molecular. La transferencia de electrones a través de los complejos I, Il 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 vna
sobrecarga de protones, ¢l transporte de electrones en ¢l complejo 11 se inhibe parcialmente y
promueve ¢l retorno de electrones a la coenzima Q y su donacidn al oxigeno molecular,
facilitando as{ la produccién del anién superdxido (Figura 2) (Hicks y Medina, 2001; Duchen,
2004). Este proceso esld 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®™ intracetular, es dirigido a la mitocondria a través del transportador
unidireccional de Ca®™*, lo que ascgura 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 produccién de ATP y a la acumulacién de Ca’*en la mitocondria.

Por otro lado, las mitocondrias, gracias a su capacidad de internar Ca®* y precipitarlo
en forma de fosfatos, participan junio con el reticulo endopldsmico, las bombas iénicas vy
canales localizados en la membrana celular, en ta regulacidn de los niveles citoplasmaticos de
Ca™ libre (Gray ct al., 1999). Esto es un hecho de suma importancia, ya que el Ca®*
constituye una de las moléculas de sefializacidén de mayor importancia fisiologica, en diversos

procesos metabdlicos, incluyendo el mecanismo de secrecién de la insulina en las células 3

pancreaticas.



20

+ H+ H* H~*

? T T ATP '+

sinfasa

FAD FADH, \o-

NAD+ NADH 1,0
* ¥ 2H + 120, (:\
r I

]
ATP ¢ ADP+Pi
H+

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 Ty II. El ubiquinol sirve como
un acarreador movil para Jos electrones y protones y pasa los electrones al complejo 111, el
cual los transfiere a otro conector moévil, el citocromo ¢. El complejo IV pasa los electrones
del citocromo ¢ reducido al oxigeno. El flujo de electrones a través de los complejos 1, 111 y
IV se acompana por uno de protones, que va desde la matriz hacia el espacio
intermembrancso. Cuando hay una sobrecarga de protones, el transporte de electrones en el
complejo il se inhibe parcialmente y promueve su retorno a la CoQ y su donacién al oxigeno

molecular, facilitando asf la produccién del anién superéxido.
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2.1.2. Mitocondria y Apoptosis

La apoptosis constituye un mecanismo fisiolégico mediante el cual son eliminadas las
células dafladas, envejecidas y/o mutadas, también participa en otros procesos vitales como el
desarrollo embrionario, ¢l control de la homeostasis y la regulacion del sistema inmunitario.
Ademads la apoptosis por exceso o defecto, estd involucrada en una amplia variedad de
procesos patolégicos (proliferacién 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, alteracién de mecanismos de
6xido-reduccion celular y la participacion de las proteinas pro y antiapoptéticas de ta familia
Bcl-2.

En los dltimos afios la mitocondria ha recibido atencidn especial por su participacion
en la fase efectora de la apoptosis. El interés se ha centrado alrededor de la apertura de
canates o poros de transicién mitocondrtal y la liberacién de diversos factores proapoptéticos,
entre ellos el citocromo ¢. En la mayoria de los sistemas donde ocurre la apoptosis se observa,
en la membrana mitocondnal, la formacion de un canal de gran conductancia conocido como
poro PT. Su estructwra y composicién no se conocen por completo, pero entre sus
constiluyentes se encuentran proteinas de la membrana interna como el traslocador de adenina
nucledtido (ANT) y porinas o VDAC, que actian en Jos sitios de contacto de ta membrana
interna y externa, creando un canal a través del cual pasan moléculas £ 1.5 kDa. La apertura
de esie canal provoca la desregulacién de la mitocondria y pérdida del potencial

transmembranal, debido a un aumento de la osmolaridad de la matriz, haciendo que ésta se



22

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 sefializacién de la ceramida. Los oxidantes y los aumentos patoldgicos de Ca®*
citosdlico pueden también inducir la ruptura de la membrana externa de la mitocondria (James
y Murphy, 2002).

Por otro lado, informes recientes sugieren que fos cambios mitocondriales estdn bajo el
control de los producios génicos de bef-2. Se han establecido modelos con liposomas que
llevan los canales VDAC, en los que se demuestra que las proteinas proapoptéticas Bax y Bak
aceleran Ja apertura de los canales VDAC y permiten la salida de citocromo ¢, mientras que
las proteinas antiapoptéticas Bel-2 y Bel-x). cierran estos canales por union directa con Bax y
Bak. La explicacién de ello es que durante la interaccion de VDDAC con Bax y Bak ocurren
cambios conformacjonales, formando un megacanal que permite la salida de citocromo ¢
(Adams y Cory, 1998). El cual al interactuar con Apaf | y Ja procaspasa 9 forman el
apoptosoma en los vertebrados, resultande en la activacién de la caspasa 9; dnicamente
después de este proceso la caspasa 9 puede activar ofras caspasas, como la caspasa 3, y de esta
mancra desencadenar la cascada proteolitica esencial para la apoptosis. Las mitocondrias de
algunas c€lulas también liberan al factor inductor de apoptosis (AIF), una flavoproteina que se
transloca hasta el nicleo e induce la condensacién de la cromatina y fragmentacién del DNA a
gran escata (Wang, 2001). No obstante, algunos estudios demuestran que la liberacién de
citocromo ¢ y la activacién de las caspasas puede ocurrir antes de que se detecte la pérdida del
potencial transmembranal de [a mitocondria. Esto sugiere que hay mecanismos diferentes que

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



23

al., 1999).

El hecho que Bcl-2 se localice en la membrana mitocondrial ha permitido pensar que la
funcion antiapoptdtica de Bel-2 podria relacionarse con el mantenimiento de la integridad de
la membrana mitocondriat y, en un sentido mds amplio, en regular los procesos de trafico
intracelutar. En este contexto, cabe destacar que ta cooperacion de Bel-2 con c-myc inhiben la
translocacién de p53 desde el citoplasma al nicleo, durante la fase GO/G1 del ciclo celular,

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

2.1.3.- Secrecion de insulina

Las concentraciones de insulina estdn normalmente determinadas por un sistema de
retroalimentacion responsable de mantener los niveles de glucosa sanguineos. La respuesta de
las cclulas B pancredticas a la glucosa estd determinada por Ja sensibilidad de los tejidos
periféricos a la accién de insulina. Los sujetos con resistencia a esta hormona tienen una tasa
de sccrecidn elevada y, por lo tanto, los niveles también se encuentran altos con respecto a los
stjetos sensibles a la accién de insulina.  La insulina también se secrela en respuesta a
aminodcidos, dcidos grasos y la magnitud de respuesta estd modulada por una gran variedad
de factores neurales (Sistema auténomo simpatico y parasimpétice) y hormonales (glucagén,
polipéptido inhibidor gdstrico y la somatostatina), siendo la glucosa, el estimulo principal
(Macchler et al., 1999).

La secrecion de insulina muestra una respuesta muy rdpida a Ja glucosa y un perfil

pulsdtil complejo. El incremento en la secrecidn de insulina después de la administracién
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intravenosa de glucosa es virtuaimente instantdneo; de igual manera ocurre en un intervalo de
minutos después de la ingesta de glucosa. El perfil temporal de secrecién de insulina consiste
en pulsos de amplitud pequefia 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 [} 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 concentracijones elevadas de Ca"’*,
como resultado de la apertura de los canales de Ca® dependiente de voltaje (Ashcroft v
Rorsman 2004). El acoplamiento estimulo-secrecién tiene lugar en el orden de segundos a
minutos ¢ implica un aumento en la produccién 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 traduccién y biosiniesis de proinsulina en el reticulo endopldsmico. Las
alteraciones cn este proceso disminuyen la produccién de insulina y son un factor
determinante para la presentacién 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 ¢n la produccion de
ATP a través de la cadena respiratoria mitocondrial y de la rclacién ATP/ADP. Esta
condicién induce el cierre de los canales de K* sensibles a ATP (Karp), con una subsecuente
despolarizacién de la membrana plasmatica, la activacidn de los canales de Cca’t dependientes
de voltaje y un aumento intracelular de Ca® necesario para la activacién de Ja exocitosis de
los gréanulos de insulina (Webb et al., 2001). El incremento de Ca®* citosélico activa a la

calmodulina, {a cual a su vez induce la fosfortlacién de miosina y tubulina, quienes favorecen
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¢l movimiento y fusién de los granulos de insulina con la membrana plasmadtica (Meglasson y
Matschinsky, 1986) (Figura 3). Las alteraciones en este proceso conducen a una reduccién en
la produccién 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).

Figura 3. Mecanismo de secrecidon de insulina en respuesta a glucosa. La glucosa se
metaboliza a través de la glucdlisis v 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, despolanzacion de la membrana y apertura de canales de Ca® el

l . . . . ,
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 o mds
clectrones no apareados, ya sea por pérdida o ganancia de ellos. La presencia de electrones no
apareados modifica la reactividad quimica de un 4dtomo o de una molécula y la hace
generalimente mas reactiva que su correspondiente “no radical”. Sin embargo, la reactividad
quimica de los diferentes tipes de radicales libres es muy variable (Zentella y Saldafia, 1996).

La mayoria de los radicalcs libres de interés biolégico son los derivados del oxigeno,
también llamados “especies reactivas de oxigeno” (ERO). La mitocondria ha sido propuesta
como su fuente principal. Como se menciond antes, de forma paralela a la reduccién del O,
hasta H»O por la citocromo ¢ oxidasa en la cadena transportadora de electrones, tiene lugar la
reduccion, no enzimdtica y monoelectronica del Op molecular, dando lugar a la formacidn de
anién superdxido (O27). 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 produccién. De
forma adicional, el anién superéxido puede dar origen a otras especies reactivas como el
peroxido de hidrégeno (H20a), el radical hidroxilo (HO') y el peroxinitrito (ONQOO7) (Figura 4)
(Medina-Navarro y Hicks, 2001).

Existen oftras fuentes de ERO en ¢l organismo, por ¢jemplo el O;” se produce durante la
fagocitosis y es parte del mecanismo utilizade para la destruccién de microorganismos

extrafos (Zentella y Saldafia, 1996). El radical HO" se produce como consecuencia de ia

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

interactuar practicamente con cualquier molécuia.

MnSOD

Figura 4.- Especies reactivas de oxigeno. El anién superdéxido puede dar lugar a la
formacién de otras especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno. En este esquema también se

muestran los sistemas antioxidantes.

Las especies reactivas de oxfgeno generadas por el metabolismo normal existen en
. . _d q .. . ..
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
reaccién en cadena autocatalitica, por ejemplo durante la peroxidacién de los dcidos grasos
poliinsaturados, de tal manera que la especie reactiva secundaria y los productos de la
degradacién oxidativa tienen efectos amplificados a distancia del sitio de origen (Zentella y
Saldana, 1996).

Las ERO tienen una funcién muy importante en diversos procesos biolégicos, por
ejemplo, son parte de la cascada de eventos relacionados con la accion antimicrobiana de las
células fagociticas (neutrdfilos, monocitos, macrdfagos, eosinéfilos), via la NADPH oxidasa.
Ademds estdn involucrados en una gran varicdad de vias de sefializacién celular, actuando en
algunas instancias como segundos mensajeros de ligandos especificos; incluyendo el factor de
crecimiento transformante 3, factor de crecimiento derivado de plaguetas, angiotensina II, el
factor de crecimiento de fibroblastos y endotelina, entre otros. Las ERO también participan en
la regulacion de algunos factores de transcripcidén, como el NF-kB (Szewczyk v Wojtczak,
2000y. Sin embargo un exceso en la produccién de estas especies reactivas es capaz de oxidar
diversas biomoléculas (lipidos, carbohidratos, proteinas y dcidos nucleicos) y promover de
esta manera el daflo tisular y la muerte celutar. Por esta razén, las células poseen sistemas
antioxidantes para controlar fisiolégicamente la produccién excesiva de las ERO, o bien para
limitar su capacidad dec dano. A pesar de ello. diversas condiciones alteran el balance entre la
produccidén de ERO vy las defensas celulares, lo que genera un estado conocido como estrés
oxidante, el cual resulta en disfuncidn y destruccidn celulares (Ortega-Camarillo et al., 1999;
Medina-Navarro y Hicks, 2007). Un desbalance entre los factores pro- y antioxidantes jucga

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

especies reactivas de oxigeno.

2.2.2.- Sistemas antioxidantes.

Los antioxidantes se pueden clasificar con base en su estructura y funcién biol6gica en:
1) enzimdticos, como la glutation peroxidasa, la catalasa y la superéxido dismutasa y; 2) no
enzimaticos, como las vitaminas C y E, ¢l B-caroteno, el dcido drico y la bilirrubina, entre
otros (Medina-Navarro, 2001).

Enziméticos: El mds importante es la superéxido dismutasa (SOD), enzima encargada
de catalizar la dismutacidn del anién superéxido, con la subsecuente formacion de perdxido de
hidrégeno, el cual puede constituir un problema adn mds grave para la célula, ya que en
presencia de metales (reaccién de Fenton), puede propiciar la formacién del radical hidroxilo;
para evitarlo entran en accion otras enzimas como la catalasa presente en los peroxisomas, la
cual cataliza la formacién de dos moléculas de agua y oxigeno molecular a partir de dos
molécutas de peréxido de hidrégeno. Otro grupo de enzimas antioxidantes lo constituyen las
peroxidasas, de éstas la mas importante en el mamifero es la ghuatién peroxidasa la cual
cataliza la formacidn de agua y glutatién oxidado a partir de peréxido.

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

contra la lipoperoxidacidn, al actuar de manera directa con varios radicales entre los que se
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incluyen el HO', el Oy ; la vitamina C interactia con los mismos oxirradicales, pero ademds

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 produccién excesiva de ERO y un estado de estrés oxidante, el cual es considerado
un elemento fundamental en el desarrollo de diversos cambios fisiopatolégicos relacionados
con algunas de las complicaciones crénicas 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, hepdtico y adiposo, que normalmente son los principales consumidores de
glucosa, no puedan captar esta hexosa. Por el contrario, ¢l resto de los tejidos que no
necesitan de insulina para que la glucosa ingrese al interior, se encuentran con una elevada
concentracion de glucosa intracchular {Taniguchi et al., 1998).

El grupo de investigacion de Nishikawa y col. (2000) han considerado que la
sobreproduccidn de anidén superdxido 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) €] aumento en el flujo de la
glucosa a través de Ja via del poliol, {2) ¢l aumento en la formacién de los productos de
glicosilacion avanzada, (3) ta 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 activacién de estos
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cuatro mecanismos patogénicos converge en un sélo proceso: la sobreproduccién de anién
superéxide por la cadena transportadora de electrones mitocendrial (Nishikawa et al., 2000,
Brownlee, 2001; Sakai et ai., 2003).

I.- La via de los polioles a través de la participacion de la enzima aldolasa reductasa, conduce
a la acumulacién intracelular del sorbitol y fructosa y, favorece un desbalance de Jos sistemas
intracelulares de 6xido-reduccién dado por Jos nucledtidos de niacinamida: NADH/NAD'
{(Figura 5). Se ha propuesto quc estos nucledtidos participan de manera preponderante en las
alteraciones propias de la diabetes mellitus, debido a que catalizan principalmente reacciones
de 6xido-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 alteracién en el
metabolismo de lipidos y un aumento en Ja produccién del anién superéxido. Otra
consecuencia del aumento en la relacién NADH/NAD' es la disminucidn en }a disponibijidad
del NADPH, la cual afecta en forma negativa la actividad de otras enzimas que lo requieren,
como la oxido nitrico sintasa (NOS), la glutation reductasa (GR), la catalasa y la NADPH
oxidasa. Algunas de cllas participan en los mecanismos antioxidantes; por lo tanto, ¢l
agotamiento de NADPH explicaria ¢n parte la deficiencia de los sistemas antioxidantes en el
paciente diabético, como ¢l dependiente del glutation y de la catalasa. Para que el glutation
realice su accion como principal antioxidante intracelular en respuesta a ERO, ¢s requisito
indispensable que mantenga su forma reducida (GSI1), por accidn de la glutation reductasa,
sobre la forma oxidada (GSSG), lo que requiere del consumo de NADPH. Por otra parte, la

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



VIA DEL SORBITOL
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Figura 5. Via del sorbitol. La glucosa es transformada por la accién 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 transformacién dc sorbitol en

fructosa.

2.- La glicosilacion no enzimdtica de un gran niimero de proteinas intra y extra celulares, con
la formacidn de productos de glicosilacién intermedia y avanzada, por ejemplo la carboximeti-
lisina vy la hidroximeti-lisina {(Brownlee, 1995). En esie tipo de reacciones, la glucosa es cl
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, dcidos nucleicos y Jipidos para formar productos de glicosilacion
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avanzada, conocidos como AGE, por sus siglas en inglés (advanced glycation end products)
(Gonzdlez ct al., 2000; Ulrich y Cerami, 2001). Este proceso inicia con la interaccién de los
grupos carbonilos de carbohidratos con los grupos amino de proteinas, en especial con el
amino terminal y el e-amino de residuos de lisina, dando origen a los productos tempranos de
glicosilacion, también tlamados de Amadori o fructosamina. A partir de estos productos y por
cambios moleculares y oxidaciones, se forman compuestos ¢-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 simuitdneamente con dos
grupos reactivos de protefnas, forman puentes cruzados muy estables, formando agregaciones
y pérdida de sus funciones biolégicas (Figura 6). La 3-desoxiglucosona se puede formar
también por la autooxidacion de la glucosa (Figura 7) cn una reaccidn catalizada por metales,
en este procese se produce el radical superéxido que puede dar origen a HO'. El metilglioxal
y el glioxal derivan de los intermediarios de la glucdlisis, como el gliceraidehido-3-fosfato y la
dihidroxiacetona fosfato que se acumulan a consecuencia de la hiperglucemia (Best y
Thornally, 1999), cuya concentracién se encuentra elevada en animales con hiperglucemia y

en ¢l paciente diabético.



GLUCOSILACION
HC =NR HC,NHR HC=0
I 1 1
- HCOH C=0 C=0
! ; I
H|COH H|COH CH,
A A — 5\ e \ _
""" * HOCH ™™* HOQCH HO(I:H
I I
HOCH HOCH HOCH
GLUCOSA / /
HC,OH HC,OH HC,OH
RASE DL SHET " AbLAIIR] LN IGLCOSOIN A

Figura 6. Glicosilacién no enzimdtica de proteinas. La interaccion del grupe amino de las
proteinas con el grupo €-amino de los residuos de lisina da origen a los productos de
glicosilacién temprana o de Amadori. Estos a su vez pueden dar origen a compuestos -

dicarbonilos como la 3-desoxiglucosona, el metilglioxal y el glioxal, an mds 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, ¢l
mesanglio glomeruiar, las membranas basales glomerulares, los vasos capilares sanguineos, la
vasculatura retiniana, el cristalino, el perineurum y Jas fibras nerviosas mielinicas y
amielinicas (Amore et al., 2004). La acumulacién de los AGEs ocurre maés frecuentemente en
proteinas de larga vida como [a coligena de distintos tipos, las de citoesqueleto, la mielina y
las histonas. De esta manera modifican el ensamble del citoesqueleto y la funcién reguladora
de la matriz extraceJular sobre las células (Diaz-Flores et al., 2004). Los estudios realizados in
vitro poniendo en contacto proteinas con carbohidratos muestran que la glucacién puede
afectar o no [a actividad biolégica. Dicho efecto debe ser cuidadosamente estudiado con el
objeto de establecer una relacion causa-efecto. Hasta ahora, la disminucién en la actividad
biolégica se ha observado en un niimero reducido de casos, como el de superéxido dismutasa,
que desempefia 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 protefnas. El DNA es una molécula de bajo recambio (al menos en células
que no se encuentran en pleno proceso de divisién), posee grupos amino primarios y se
encuentra dentro del ndcleo celular en contacto con el azdcar reductor ADP-ribosa (Cervanies-
Laurean et al., 1996), por lo que es un blanco potencial para Ja formacién de AGEs vy
contribuir al incremento de alteraciones cromosémicas y deterioro de la reparacion,
replicacion y trascripcidn del DNA, Dichos cambios genéticos disminuirian la capacidad de
las células para renovar sus proteinas y por lo tanto compromelen 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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Figura 7. Durante la autooxidacién de Ja glucosa se forma un radical enediol que en presencia

de metales puede dar lugar a la produccién del radical hidréxilo.
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3.- Activacidn de proteina cinasa C

La acumulaciéon de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y glucosa-6-fosfato (G6P)
promueve la produccién de diacilglicerol (DAG) y la subsecuente activacién 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 (¢, B1, B2,
Y0, €, & 1, 6. A y W), codificadas por 10 genes diferentes. Estas proteinas se clasifican en
cuatro clases: las convencionales o clasicas (o, Bl, 2 v v, las dependientes de Ca™ y
fosfolipidos; las nuevas isoformas independientes de Ca™ (0, &, 1M, 6, W), las atipicas (§ y Ay y
las independientes de Ca** y fosfolipidos (u) (Yuan et al., 2000). El DAG es un activador
natural de PKC y su produccién aumenta en las células del endotelio, la rctina y Jos
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 funcidn de esta enzima en los mecanismos de transduccion de
sefiales y en su participacion cn la regulacidn de la expresién de diversos genes, incluyendo a
los de las proteinas de matriz extracelular (fibronectina y coldgeno tipo 1V), del inhibidor del
activador del plasminégeno-1 (PAI-1) y del faclor de crecimiento iransformante 3 (TGF-f) y
su receptor. Su activacidn induce la expresion de los genes antes sefialados en células
mesangliales en cultivo o en glomérulos de ratas diabéticas. Ademds, afecta la produccién de
sustancilas vasoactivas, por una parte deprime la produccion de 6xido nitrico y por otra
estimula la expresién de ET-1 (Park et al.. 2000), lo que conduce a la disminucién del flujo
sanguineo de la retina, Jos nervios periféricos y el rindn, en un modelo de diabetes

experimental (Diaz-Flores et al., 2004).
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4.- Activacidn de ta via de las hexosaminas

La fructosa via sorbitol contribuye a la activacién de la via de las hesoxaminas, debido
a que la formacién de la glucosamina—6-fosfato proviene exclusivamente de la fructosa—6-
fosfato y la glutamina, mediante una reaccidn irreversible catalizada por Ja 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 [a UDP-N-acetilglucosamina y a
la UDP-N-acetilgalactosamina, que se utilizan en la formacién 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 expresién de genes como los del
TGF-a, TGF-B1, y PAI-1. También participa c¢n la induccién 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
transcripctonal, por adicidn 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 glucosaminilacién de GLUT-4 altera su afinidad por la glucosa,
disminuye su actividad, su estabilidad y modifica su distribucién 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 tipe “O-glicosidico™ (O-AcGlc). Es posible gue a consecuencia de
esta unidn se alteren los eventos tempranos en Ja via de seflalizacion 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 accidn de la insulina es una

caracteristica distintiva de ciertas patologias como la DT2. No obstante gue los mecanismos



39

celulares y moleculares responsables de este fendmeno no son del todo ertendidos, 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
activacién de las hexosaminas induce resistencia a la insulina. Una de ellas gira en tornoe a la
glucosamina como responsable de impedir la accién de la insulina al inhibir la fosforilacién de
IRS-1 (Diaz-Flores et al., 2004)

La hiperglucemia es el elemenio 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, estdn relacionadas con la aparicién de complicaciones tardfas, caracterfsticas de la
enfermedad.

Alterno a la produccién 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 ghicosa, la relacidn entre las concentraciones
intracelulares de ATP/ADP aumenta ¢ induce ¢l cierre de los canales de K* sensibles a ATP
(Katp), lo que provoca la despolarizacién de Ja membrana plasmatica, la entrada de Ca®™
extracelular y la activacién 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 fisiologico puede ser suficiente para cerrar los canales de Kayp ain a
concentraciones constantes de ATP. El decremente de ADP también puede disminuir la
produccion de ATP, lo que en su momento incrementa el potencial de membrana mitocondrial

y la preduccion de ERO. Aparentemente esta respuesta es una propiedad exclusiva del
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acoplamiento estimulo-secrecién de las céluias . De acuerdo con esta hipétesis, 1a activacion
de la secrecidén de insulina inducida por glucosa tienc una funcién dual: primero, aumenta la
secrecién de insulina y segundo, incrementa el estrés oxidante. Esto se traduce en que la tasa
de secrecién de insulina podrfa eveniualmente tener efectos negativos sobre la propia
produccién 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 formacién de ERO, lo cual puede explicar por qué las céluias
B son quizds las Gnicas que tienen un mayor riesgo de dafio por estrés oxidante y apoptosis
(Fridlyand v Philipson, 2004). Las células B pancredticas son altamente sensibles al estrés
oxidante (Marshak et al., 1999). Ademds se sabe que la actividad de las enzimas antioxidantes
catalasa y glutation peroxidasa, es 20 veces mas baja en los islotes pancreiticos que en otros
6rganos como el higado. Los islotes pancredticos tienen capacidad antioxidante intrinseca
muy baja en comparacidén con otros tejidos como higado, rifién, misculo esquelético y
adiposo. Grankvist et al., (1981) demostré que los islotes contiene cantidades relativamente
pequefias de superéxido dismutasa Cu/Zn, superéxido dismutasa Mn, catalasa y glutatién
peroxidasa (GPx). Esto explica el porque los islotes pancreéticos, constituyen un tejido muy
vulnerable al estrés oxidante {Robertson et al., 2004).

S1 la secrecidn de insulina inducida por glucosa pudiera ser responsable del incremento
en la produccién de ERO en las ¢élulas B, entonces existe la posibilidad de que la inhibicién
de este proceso sea utilizado por las c€lulas 3, como una defensa contra el estrés oxidante. Por
lo tanto, se espera que difcrentes agentes desacoplanies seguramente disminuyan [a

produccion de EROQ, la relacién ATP/ADP y como consecuencia la produccion y secrecién de
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insulina.

Otra fuente dc ERO la constituye el aumento en la tasa metabdlica de los dcidos 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 exposicidn crénica de las
células (B a concentraciones elevadas de dcidos grasos incluyen la disminucién en Ia secrecién
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 cetular (Lupi et al., 2002). El mecanismo por
el cual los dcidos grasos alteran las funciones de las células B, hasta ahora es casi desconocido.
Reciéntemente se ha propuesto que en condiciones de hiperglucemia e hiperhipidemia, la
acumulacién de metabolitos derivados de fa esterificacidon de dcidos grasos altera ta funcién 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 observé una disminucion en
la expresion del gene de la insulina, Gnicamente 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 Ja célula B pancreética,
alterando sus rutas de transduccion y por lo tanto su patrén de expresién génica. Estos eventos
desembocan a largo plazo en la disfuncién de la célula B que se manifiesta por defectos en Ja
secrecion de insulina y eliminacién del tejido endéerino 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 Jos tejidos diana v el fallo en el funcionamiento de las células B
pancredticas, es que la diabetes tipo 2 se hace evidente.

En condiciones normales, la célula 5 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 dcidos grasos y algunos aminodcidos también

son capaces de regular la secrectén de insulina.

La glucosa puede tener efectos deletéreos o benéficos sobre la célula B, dependiendo
de la concentracién y del tiempo de exposiciOn a esta condicion; en otras palabras, si la célula
estd expuesta a hiperglucemia aguda (situacién fisioldgica) o crénica (situacién patoldgica).
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 c€lulas en cultivo, que
las concentraciones elevadas de glucosa modifican la expresion del gene de la insulina
(Kaneto ct al ., 1999} y del transportador de glucosa GLUT-2, e inducen la activacién de la
glucocinasa y de otras enzimas que participan en la glucdlisis, anaplerosis y lipogénesis
(Roche et al, 1997 y 1998). Ademds de estimular la expresién temprana de genes
involucrados en Ja regulacion det ciclo celular como c-myce, ¢-fos, c-jun entre otros (Susini et
al.. 1998). En estas circunstancias, la célula B 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 acompaifian de

alteraciones metabdlicas y funcionales como defectos en la secrecion de insulina, depdsitos de
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glucogeno, aumento de glucdlisis. asi como de los procesos anaplerdticos y lipogénicos

{Rochec 2003).

La disfuncidén de la célula B en la diabetes tipo 2, se caracteriza por una disminuci6n
gradual y progresiva que va desde una lase de poca respuesta al estimulo por glucosa para la
secrecion de insulina, hasta una segunda fase de hiperproinsulinemia, con un nivel de
secrecion de jnsulina fijo. Esta caracteristica puede deberse a una disminucién en la masa de
céluias (b y/o a defectos funcionales de las mismas (Kennedy et al., 2002).

Bajo condiciones normales, existe un balance entre la masa celular pancredtica y los
requerimientos de accidon de la insulina. En la fase prediabética, )a resistencia a la insulina
periférica es compensada por un incremento en la masa celular, cassado principaimente por el
estado de hiperglucemia. Sin embargo, durante Ia 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 ¢l crecimiento y/o muerte de las células [ 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 vartaciones cn la demanda de insulina. La masa de células B estd regulada por un
balance entre ¢l crecimiento (replicacién y neogénesis) y la muerte (apoptosis). Asi por
ejemplo, durante la gestacién la masa de las células B se incrementa hasta un 50% aunado a un
aumento en la sensibilidad de la propia célula a la glucosa. La expansién de las células §
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 B que se



encuentran en un estado de envejecimienio, que no son capaces va 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 3, 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 morlem, que una reduccidn de hasta el 60% de la masa de
células [3 se presenta en pacientes con DT2 (Weir et al., 2001).

Las manifestaciones tempranas de alteraciones en la funcién de la célula 8 incluyen
una respuesta brusca y retrazada a la glucosa, irregularidades temporales en los pulsos y
oscilaciones de secrecién de insulina y pérdida del acoplamiento entre los pulsos de secrecidn
de insulina y los niveles de glucosa. La diabetes también estd asociada con alteraciones en la
conversién de proinsulina a insulina, originando que, la concentracién 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 Ja secrecién de
insulina pedrian estar relacionadas al menos en parte con oscilactones ¢n las concentraciones
de Ca™ citosélico, en respuesta a la sobre estimulacién de las células B. En un estudio
realizado con islotes pancredticos de humano ¢n condiciones de hiperglucemia, se observé un
aumento en las concentraciones citosélicas de Ca’™, el cual se mantuvo atn después de
normalizar la glucosa (Grill y Bjérklund, 2001). EI aumento persistente de Ca’* puede tener
efectos negativos sobre ¢l metabolisme celular, como la disminucién en el consumo de
glucosa y del potencial de membrana mitocondrial, adcmds de activar enzimas relacionadas
con la induccidn de muerte celular por apoptosis, lo que conduce a un deterioro funcional

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

La DT2 generalmente resulta de resistencia a la accidn de la insulina sobre la entrada
de glucosa, alteraciones en el metabolismo de lipidos y carbohidratos en el cjido 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 Ia secrecién
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 podide observarse en los roedores, a un
incremento en la masa de células B, ya sea por replicacién 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 . Necesariamente las células [ 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, ¢l aumento de insulina no basta para normalizar la glucosa y
el resultado es una hiperglucemia discreta tras la ingestidn de carbohidratos en las primeras
fases de la enfermedad; en las etapas finales de DT2, las ¢élulas B son incapaces de producir
suficiente insulina para evitar la hiperglucemia. El misculo esquelético y el higado son los
6rganos 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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Cualguier alteracién metabdlica que promueva la acumulacién de dcidos grasos en el
higado y/o en miisculo y/o cualquier defecto en la capacidad de estos 6rganos para metabolizar
los dcidos grasos puede resultar en resistencia a Ja 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 B pancredticas se adaptan para
responder a la demanda de insulina (Anello et al., 2002). Esta adaptacién involucra la
expansién de la masa celular, asi como el mantenimiento de las células con respuesta normal a
glucosa. Por el contrario, ¢n individuos con DT2 las células B no secretan cantidades
suficientes de insulina para compensar la demanda. Esta falla es causada por una expansién
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 B no son sensibles
a glucosa y por ello no liberan cantidades adecuadas de insulina. La sensibilidad a glucosa
requiere un metabolismo mitocondriat oxidante que produzca cantidades suficientes de ATP
para activar el mecanismo de sefializacién necesario para la secrecion adecuada de insulina.
Aunque la secrecidn de insulina estd regulada también por otros estimulos que funcionan fuera
de esta via, es claro que el metabolismo oxidante mitocondrial es central para la secrecidn de
insulina (Lowell y Shulman, 2005). Dado el papel central de la mitocendria en Ja sensibilidad
de la glucosa, es posible que, andlogo a lo que se observa en células de muisculo, la
disminucidn en la funcién mitocondrial de las células B, predisponga a la disfuncién de estas

c€lulas y al desarrollo de DT2.
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La disfuncién en fa célula B se considera una consecuencia de la exposicién crénica a
concentraciones elevadas de glucosa y de lipidos, caracteristicas de resistencia a la insulina y
obesidad. La obesidad es la causa més comuin 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
combinacién de un aumento en la secrecion y una reduccidn en la tasa dc consumo de
insulina. Como resultado, mas insulina se secreta por el aumento en el nivel de glucosa; lo
que representa la extensién de la adaptacién de las células B para mantener la tolerancia
normal a la glucosa. La hipersecrecion compensatoria de insulina en tos estados de resistencia
a la insulina se debe a expansién de la masa de células B y a las alteraciones en la expresién de
enzimas claves para el metabolismo de la glucosa. Las ratas diabéticas Zucker no son capaces
de incrementar la masa de c¢élulas B y afrontar la resistencia a la insulina, debido a un aumento

en la 1asa de apoptosis (Roche 2003; Allen et al., 20053).

2.3.2.- Apoptosis de la célula

Existen evidencias suficientes de la participacion de la apoptosis en la eliminacion de
Jas células B pancredticas durante los estados crénicos de la hiperglucemia (Donath et
al.,1999; Evans et al.,, 2002). Durante los estados iniciales de la hiperglucemia hay una
reduccién en el nimero de células B pancredticas, las células restantes incrementan su
sensibilidad & la glucosa y aumentan la produccion y secrecién de insulina para prevenir la

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

El aumento compensatorio en la secrecidon de insulina en el estado de resistencia a la
accidn de la insulina, se debe a Ja expansion en la masa de células 3 y a las alteraciones en la
expresién 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 proliferaci6n, sino mds 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 sefializacién
importantes para la preservacién de la funcidn normat de las células B, lo que aumenta la
posibilidad de que la resistencia a la insulina en las células [3, se desarrelle al mismo tiempo
que en musculo, tejido adiposo e higado, lo que podria contribuir directamente a la disfuncién
de la ¢élula P (Satiel et al., 2001). Los islotes muestiran una reduccién en la trascripcién del
gene de insulina, lo que puede deberse en parie, a una disminucién en la accién de [a hormona
en este tejido, lo que indica que la activacidon del gene de insulina es un efecto importante de la
insulina (Bell y Polonski, 2001).

En condiciones de hiperglucemia, las células [} presentan un incremento en la
expresién de genes y proteinas proapopt6ticas como Bad, Bid y Bik (Donath, 1999; Mathis et
at,. 2001), aumento de la expresion de Fas y activacién de caspasas 8 y 3, eventos que
correlacionan con la fragmentacton oligonucleosomal del DNA (Thomas, 2002). Otro estudio,
realizado para evaluar los cambios en la expresion de genes de estrés, que acompaian la

hipertrofia de las células B en ratas pancreotomizadas durante 4 semanas, demostré un
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aumento marcado en la expresién de genes antioxidantes como: hemooxigenasa 1, glutatidon
peroxidasa y el gene aniiapoptético A20, cambios sutiles en la expresién de la super6xido
dismutasa y disminucién de Bcl-2. Otros genes no mostraron ninglin cambio (catalasa,
proteinas de choque calérico 70 y p53), por lo que concluyen que la adaptacion de las células
B a la hiperglucemia incluye un aumento en la demanda de secrecién de insulina y de la
expresién 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
scfializacién que conducen a la apoptosis de la célula B, pueden estar localizadas en la
mitocondria (Mathis, 2001).

El estrés oxidante generado en fa 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 daiiar
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 cvidencias mds convincentes sobre la participacion de apoptosis en la eliminacién
de células B en DT2, se tienen con expertmentos realizados en gerbos Psammomnys obesus, 1os
cuales no desarrollan la enfermedad de forma natural, pero si por dieta. La enfermedad
comienza con un esiado 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 de] islote. Este incremento en la muerte de la célula B puede resultar de la
hiperglucemia, como sugteren 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 mis alto que en animales
delgados y proponen que pueden estar involucrados en la tasa de apoptosis. El cultivo de
islotes pancredticos 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 }Ja expresién de la
oxido nitrico sintasa (NOS) y de 6xido nitrico (NOD), los cuales también son inductores de la
muerte por apoplosis (Ceriello et al., 2002). La apoptosis de forma fisioldgica también puede
ser inducida por otras proteinas como p353, 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 pS3 se ecaliza en el brazo
corto det cromosoma 17 (17pl1.3) en humanos y estd constituido por 11 exones, de los cuales

el exdn | contiene una secuencia no-codificante, en el exdn 2 existen dos sitios putativos de
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inicio de la transcripcidn y el exén 11 contiene el codén de terminacién y una gran sccuencia
no codificante (Figura 8). Este gene da lugar a una proteina de 393 aminoacidos con tres
dominios funcionales: un dominio amine-terminal (N-), implicado en la activacién
transcripcional (residuos 1-70) y donde se localiza una sub-regién rica en aminodcidos que
contiepe 5 copias de la secuencia de PXXP (residuos 20-97); un dominio central que contiene
la zona de unidn al DNA especifica de secuencia y constituye la regién mas conservada de la
protefna (residuos 100-300), presentando una estructura de dos hojas beta y un dtomo de zinc
que estabiliza la estructura; y el dominio carboxilo-terminal (C-) que estd constituide por una
regién flexible (residuos de 325-356) y un extremo bdsico (363-393). En estado de latencia de
p53, la regién C-terminal se pliega sobre el dominio central de la molécula y evita su unién al

DNA (Linzer y Levine, 1979, Maclachlan et al., 1999),
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Figura 8. Estructura de P53. La proteina p53 comprende 393 aminodcidos con tres dominios
funcionales, el dominio N-terminal que participa en la activacién transcripcional (residuos del
1-70) y donde se localiza una sub-regidn rica en prolinas (PXXP), un deminio central de unién
al DNA (DBD) (100 a 300 aa) y un dominio carboxilo terminal (C-), constituido por una
region flexible (CTD) (325-356) y un extremo bdsico (363-393). En estado de latencia la
regiéon C-terminal se plicga sobre el dominio central de la molécula y evita su unién al DNA.
TA: activacion transcripcional; P: sitio de fosforilacidn; 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 pS3 se expresa de manera ubicua y se
encuentra en forma latente llegando, en algunos tipos celulares, a niveles de expresion
indetectables por técnicas inmunocitoguimicas o por “Western Blot”. Por ello se postulé que
p53 no es esencial para un correcto funcionamiento de la célula, Los niveles de expresién, y
con ello la actividad de p53, estdn regulados bajo un estricto control, resultando una proteina
muy labil con una vida media de pocos minutos (en algunos tipos cclulares cercana a 15
minutos). La proteina p53 inactiva presenta una localizacion difusa a lo largo de toda fa
célula, en el citoplasma aparentemente se encuentra unida a otras proteinas como Parc, que
impide su desplazamiento hacia el nacleo (Nikolaev, 2003).

Los niveles de la proteina p53 experimentan un aumento rdpido en respuesta a
diferentes estimulos entre los que destacan: el dafio directo at DNA (rupturas de filamentos
simples y dobles), la disminucién de ribonucledtidos, la hipoxia, el choque térmico, la
exposicién a mondéxido de nitrégeno y las radiaciones gamma y ultravioleta (Simbultan-
Rosenthal et al, 1998). Este incremento se debe principalmente a mecanismos post-
traduccionales, de forma gue cambios en la transcripcién desempefian un papel menor, aunque
no irrelevante. En células donde el genoma se encuentra seriamente dafiado, resulta muy
ventajoso ¢l hecho de que no exista necesidad de transcripeion de novo del mensajero para fa
proteina, sino que se vea incrementada su vida media por mecanismos post-iraduccionales.
Estas modificaciones post-traduccionales, como fosforilacion, desfosforilacidn. acetilacién, no
solo aumentan la vida media de la proteina sino que regulan su actividad bioldgica. Asi, fa
fosforilacién de residuos en las regiones amino y carboxi-terminal de p53 jucga un papel

decisivo en la funcién final de la proteina. La caseina cinasa 1 (ser6 y ser®) y I (ser392),
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DNA-PK (serl5 y ser37), ATM (serl3), 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 acetilacién 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 fdrmacos 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 propic RNAm. La
secuencia especifica de unién al DNA, unida a Ja actividad de pS3 constituye una
retroalimentacidn negativa a través de la inhibicién del dominio C-terminal. En situaciones de
esirés hay un aumento en la unién de p53 al DNA, incrementando asi su actividad bioquimica

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

2.4.2.- Degradacion

La rapida disminucion de los niveles de proleina p53 se Heva a cabo, en su mayor
parte, a través de la via de ubiguitina-proteosoma, aungque también intervienen otras enzimas
proteoliticas como son las calpainas. Tres son los sistemas que preparan a p33 para su
ubiquitinacién: i) la cinasa JNK que en respuesta a daio al DNA en la fase GO del ciclo celular
fosforila p53 en Thr &; ii) el sefialosoma COP9 (CSN) que fosforila la Thrl55 y residuos
cercanos, y 1ii) gquizas ¢l mas importante. la proteina MDM2 (del inglés. murine double minute
2) que es la encargada de dirigir la translocacién desde el ntcleo al citoplasma (Bech-Otschir
et al., 2001). El oncogene mdm2 codifica una fosfoproteina de 90 KPa 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 estabilizacién de
p53 en los procesos mediados por Ja proteina p[9ARF. La proteina pl9ARF secuestra a la
proteina mdm?2 cn el nucleolo, impidiendo que acceda al nucleoplasma donde interaccionarfa
con p33 y de esta manera p53 permanece activa durante mds tiempo (Haupt et al., 1997).
Aungue también se postula que pl9ARF puede inhibir la actividad ubiquitina ligasa de mdm?2
sin que sea necesaria la traslocacién al nucleolo. La vida media de pS3 se encuentra también
modulada por el grado de fosforilacién. Una disminucién en la fosforilacion incrementa el
grado de degradacién, como la que tiene lugar en la mutacién de serina por alanina en la
posicion 15 vy la fosforilacién en el extremo N-terminal que interfiere en la interaccién p53-

mdm?2 aumentando su estabilizacién (Siliciano et al., 1997).
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Figura 9. Diversas modificaciones de tipo postraduccional son necesarias para la regulacién de
p53. Por ejemplo la fosforilacién de algunos residuos se ¢ree es necesaria para su activacién y

su interaccién con mdm?2 es esenctal para su degradacion.

2.4.3.- La proteina p53 en el ciclo celular.

Como se ha mencionado antes, la funcidn de pS3 es inhibir €l crecimiento celular, ya
sea promeoviendo la detencidén del ciclo celular o Ta muerte.

La proteina p53 participa en el control del ciclo celutar a nivel del punto G1/S evitando
la entrada prematura en la fase S debido a que p53 actda como un activador transcripcional de
genes especificos como: p2l, retinoblastoma, E2F, PCNA y GADD45 (Figura 10). Asi
mismo, p33 Interviene en procesos de reparacion del daiio gracias a la modulacion de la

proteina PCNA (del inglés Proliferating Cell Nuclear Antigen) que denota replicacién del
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DNA. p53 inhibe la actividad de esta enzima por dos mecanismos, uno mediado por p2t que
forma un complejo con PCNA y la inhibe o induciendo la sobreexpresion de GADD45. El
GADDA45 ademds de unirse a PCNA, regula la transcripcion de la subunidad R2 de la
ribonucledtido reductasa, enzima esencial para la sintesis y reparacién del DNA, y de genes
directamente implicados en la reparacién de DNA; en concreto en la reparacidn por escisién

de nucleétidos.

Figura 10. p53 y su participacién en la regulacion del ciclo celular. La proteina p53 activa
varios procesos mediante su papel como factor de transcripeién. El proceso mas importante
que conduce a la inhibicidn del ciclo celular en G1 esté determinado por la activacién de p21
(inhibidor del c¢iclo celular) que evita que las células continten a través de G1. La activacidn

de GADD45 estd relacionada con el mantenimiento de la estabilidad del genoma.



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, p53 activa rutas de sefializacién que conducen a su
muerte. Entre eslas situaciones se encuentra ¢l dafio grave scbre el DNA, los factores de
supervivencia celular limitados o un encogen activado que obliga a ta célula a recalizar el ciclo
replicativo. Los mecanismos por tos 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 situactones donde es necesario la transcripcién de nuevos
genes y otras donde no. Entre estos destacan miembros pro-apoptdticos de la familia de Bel2,
como bax, NOXA y PUMA vy los denominados genéricamente como "p33 induced Genes”
(PIGs), algunos de los cuales participan en procesos de oxidacién celular y en la expresion de
receptores de muerte, como CD95 (Fas/APQO-1), DR5 o PIDD (Colmun et al., 2000). La
regulacion de los procesos de apoptosis por pS3 es muy fina y la activacién transcripcional de
estos genes de apoptosis regulados por unidén de pS3 en su regidén promotora no s idéntica
para todos. Dependiendo det grado de activacion de p53. éste es capaz de inducir unos u otros
genes reguladores. Por ejemplo, la fosforiJacion de Jas serinas en las posiciones 6, 9, 15,20 y
37. por cinasas como ATM. DNAPK o Chk2, en respuesta a dafio celular, regula la expresion
de genes asociades con la reparacién o con la regulacion del ciclo celular, mientras que la
fosforilacidn de la serd6, por fas cinasas p38aMAPK o HIPK2 contribuye a la activacién de
genes apoptéticos (Ito et al., 2004). P53 puede también regular los procesos de apoptosis a
través de mecanismos independientes de transcripeion (Shaw et al., 1992). En experimentos
en los que se inhibe tanto la transcripciOn como la sintesis de proteinas, p53 puede inducir

apoplosis (Caelles et al., 1994). Los mecanismos de regulacién de p53 no transcripcionales se



59

han asociado a su capacidad de interaccién con otras proteinas que pueden modificar su
funcion. Entre éstas se encuentran proteinas virales como Ja del adenovirus Ad E1B 55kD, o
del virus de la hepatitis HBV X, o la interaccién con securina, proteina responsable de la
correcta segregacién cromosdmica, todas ellas inhiben las funciones de p53. Pero no todas las
proteinas que interaccionan con p33 inhiben su funcion, ASPP1 y ASPP2 (del inglés
Apoptosis-Stimulating Protein for p53) interaccionan con p53 e intenstfican especificamente
su funcién inductora de apoptosis. Las ASPP intensifican la unién de p53 al DNA
favoreciendo as{ su funcién de transactivacién de genes proapoptéticos in vivo (Ferndndez-
Gomez et al.. 2004).

Estudios recientes indican que las especies reactivas de oxigeno son mediadores de la
apoptosts 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
apoptéticas de carcinoma colorectal. El aislamiento de los genes PIGs sugiere fuertemente
que el dafio oxidante de la mitocondria es de gran importancia en ¢l control de la muerte
apoptética inducida por pS3 (Mebmer et al., 1994; Marchenko et al., 2000).

Adicionalmente, existen otras evidencias donde se apoya la participacién de p53 en la
apoptosis de manera independienic 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, ademds de sus funciones como factor transcripcional, p53 pudiera participar como
regulador de las funciones dc los organulos celulares. Se observé que después del estrés
causado por hipoxia o bien por dafio en el DNA, la protefna p53 se trastada 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 detencidn del ciclo celular (Sansome
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et al., 2001; Marchenko et al., 2001). La localizacién de p53 en la membrana mitocondrial y
los cambios observados durante la induccién de la apoptosis por p53 son precedidos por la
activacién transcripcional de varias oxido-reductasas y la produccién de ERO (Donahue et al.,
2001). También la proteina p53 induce un incremento transitorio del potencial de membrana
mitocondrial seguido de una disminucién del mismo, este proceso no involucra la
translocacién de Bax ni la activacidén de Bid o la liberacién de citocromo ¢ (Li, 1999). Con
estos trabajos se apoya el papel de la proteina p33 en la sefializacion mitocondrial que
constituye un punto estratégico en ta cascada de muerte (Marchenko et al., 2000; Schuler et
al., 2000). La regulacién del potencial de membrana mitocondrial y de la produccién de ERO
por este orgdnulo, pueden constituir una via importante para la apoptosts inducida por p53, por
esta razén, se ha propuesto una via de sefializacién directa de p53 que involucra a la
mitocondria y que puede actuar de manera sinérgica con su actividad transcripeional y de esta

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

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

Diversos estudios han demostrado que la apoptosis de las células B pancredticas ocurre
como consecuencia de hiperglucemia crénica e hiperlipidemia, caracteristicas de DT2; lo que
sugiere que en esta enfermedad, la capacidad de adaptacidn de las células 3 pancredticas para
afrontar los estados de resistencia a la insuling, se encuentra disminuida. En contraste con la
alteracién en la secrecion de insulina por hiperglucemia aguda transitoria, la cxposicion
crénica a altos niveles de glucosa induce disfuncién y apoptosis de las células B, fenémeno
conocido como “'glucotoxicidad™.

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

Las ERO son capaces de dafiar muchoes componentes celulares incluyendo el DNA. Estas
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alteraciones en el DNA resultan en [a activacién 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 aclivan como consecuencia de dafios en el DNA se encuentra p53,
que regula la detencion del crecimiento y/o la induccién de la muerte celular a través del
mecanismo de apoptosis. Estudios recientes indican que las ERO son mediadores de la
apoptosis dependiente de p33. Una serie de genes llamados PIGs (genes inducidos por pd3).
con funciones dxido-reductoras, han sido identificados en células apoptéticas de carcinoma
colon-rectal (Polyak et al., 1999). Adicionalmente, la localizacién de p533 en la membrana
mitocondrial externa (Burns y El-Deiry, 1999) y los cambios observados durante la induccidn
de la apoptosis por p33, 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 anién superdxido, por la
cadena transportadora de electrones mitocondrial durante la hiperglucemia, es de gran
importancia en la induccidn de muerte apoptética en células B y que la via de induccién
posiblemente involucre la activacién y movilizacién de la proteina p53 hasta la mitocondnia.
Hasta ahora se sabe que la muerte de las célufas B 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 Jas células {3, asi como la
generacion de conocimientos que nos ayuden a comprender la patogenia de la DT2 permitird a
su vez, proponer tratamientos alternatives dinigidos a bloquear las vias de sefializacion que

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

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

apoptosis, via activacién 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.
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5.2.- OBJETIVOS PARTICULARES

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

Evaluar Ja produccién de radicales libres de oxigeno mitocondriales inducides por

concentraciones altas de glucosa

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

células de insulinoma cultivadas con concentraciones altas de glucosa.

Determinar la localizacion de pS3 en las células de insulinoma cultivadas en un medie con

concentraciones altas de glucosa.

65
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6.- MATERIAL Y METODOS.

Reactivos

El medio de cultivo RPMI 1640, la solucién balanceada de Hank, tripsina, EDTA,
carbonylcyanide-m-clorophenyl-hydrazone (CCCP) se obtuvieron de Sigma chemical Co. (St.
Louis, MQO); el suero fetal bovino, L-glutamjna de GIBCO (Carlsbad, California); el JC-1
(5,5,6,6-tetrachloro-1,17,3,3 -tetracthylbenzimidazolcarbocyanine iodide) de R&D systems
(Minneapolis, MN); dichlorofluorescein-diacetate (DCFH-DA) de Molecular Probes Europe
(Leiden, Netherlands); Apexin-V Fluos de Roche Applied Science (México, D.F.). Los
anticuerpos anti p33 (pab 240) y anti citocromo ¢ (H-104) de Santa Cruz Btotechnology, 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 sc

obtuvigron de E. Merck (Darm Stadt. Geemany).

Cultivo celular

Las c€lulay RINmSF se cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado con suero fetal
bovino al 10% (v/v), inactivado por calor (30 min a 50° con agitacién manual cada 5 min}, 2
mM de L-glutamina, 1 mM de piruvato de sedio; 20 pg gentamicina y 23.8 mM de
bicarbonate de sodio en una atmadsfera hiimeda 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 adiciond

mamtel 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 centrifugacién por §$ min a 250 x g a
4°C. El botén celular se resuspendié con RPMI 1640 suplementado y se tomé una alicuota
para cuantificar €] nimero de células y verificar su viabilidad, esto dltimo se realizé mediante
la prueba de exclusién 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
propésito se colocaron 2.5 x 10° células en cada botella de 75 mm’, con 10 mi de RPMI 1640
suplementado, al dia siguiente se les cambié el medio y al segundo dia se adicionaron los

tratamientos, como se indica mas adelante,

Determinacién de la muerte celular por apoptosis
Citometria de Flujo

Las células se desprerdieron con PBS-EDTA 2 mM, BSA 0.1%, se lavaron con PBS
por centrifugacién 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 pi de
anexina V-Fluos (conjugada con isotiocinato de fluoresceina) (10 pug/ml) y 20 ul de ioduro de
propidic (50 pg/ml). Las muesiras se agitaron en vortex y se incubaron durante 15 min a
temperatura ambiente y en ausencia de luz. Postertormente se adicionaron 400 ul del
amortiguador de unién y se procedié al analisis en un citdmetro de fluyjo FACSort (Becton
Dickinson System, San José, CA). Se adquirieron y analizaron 10,000 células por cada

tratamiento.
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La emisién de Ja fluorescencia se midié a 515 nm excitando a488 nm en el caso de
anexina V-FITC (FL1) y midiendo la emisién a 610 nm para el ioduro de propidio (FL2). Los
datos obtemidos se analizaron con el programa WinMDI versién 2.4 para citometria de flujo.
Los resultados de fluorescencia se obtuvieron en una grafica en la que se registro la FL2 en el
eje de fas “y” y la FLI en el ¢je de tas “x™ en forma logaritmica. En esta grifica se formaron 4
cuadrantes: inferior izquierdo {c€lulas que no ingresaron el fluorocromo), aqui se localizan las
c€lulas vivas; inferior derecho (positivo para FL1 y negativo para FL2) aquf se localizan las
células positivas a anexina V-FITC, ¢ indican apoptosis; superior izquierdo (negativo para
FL1 vy positivo para FL2), en estas células ingresé 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 cxtracr ¢l DNA se utilizé Ja téenica de Navarro y col. 1998., modificada para
c€lulas en cultivo en nuestro laboratorio, el cual consistié en ftratar a las células con un
amortiguador de lisis (Tris-HCI 25 mM pH 8.0 y EDTA 10 mM, 0.25% tritén X-100),
posteriormente se hizo la extraccion de los dcidos nucleicos con una mezcla de fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) y la precipitacién del DNA con etancl absoluto
durante 20 horas a —=20°C. Se calculd la concentracién considerando la absorbencia a 260 nm.
Posteriormente se analizd la integridad dei DNA en un gel de agarosa al 1.2% en amortiguador
de TBE (Tns [M, dcido bérico IM, EDTA 20 mM pH 8.3) a 45 volts durante 3 h, al finalizar

se realizé la tincién con bromuro de etidio (0.5 pg/ml). En un analizador de imdgenes (Gel
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Doc 2000, Bio-Rad) se obtuvieron los patrones de corrimiento de] DNA.

Control positivo de Apoptosis

Las células RINmSF se cultivaron durante una hora en medio RPMI 1649 con 5.5 mM
de glucosa y 0% de SFB, al término de este tiempo, se les agregd estreptozotocina a una
concentracion de 5 y 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 tincién y andhisis, se siguié el
procedimiento previamente descrito. Este control se utilizé tanto para el andlisis por citometria

de flujo como para la fragmentacién oligonuctosomal del DNA.

Fracciones subcelulares

Las células (2 x 107) se resuspendieron en 400 ul del siguiente amortiguador: Tri-HCI
10 mM pH 7.4; EDTA 0.5 mM, Sacarosa 250 mM, PMSF 0.1 mM, leupeptina 10 pg/ml,
pepstatina 5 [Lg/ml, aprotinina 2 pg/ml, con digitenina 10 pug/ml, se incubaron durante 5 min a
temperatura ambiente y se homogeinizaron con 10 golpes (homogenizador vidrio-tefién), se
centrifugaron a 750 x g a 4°C, durante 10 min, el sobrenadante se centrifugd en las mismas
condiciones, se recuperd y cenirifugé nuevamente a 10,000 x g a 4°C, durante 15 min (Vrablic
el al,, 2001). La pastilla final (mitocondrias), se resuspendid en el mismo amortignador pero
sin digitonina y el sobrenadante se considerd como fraccién citosélica; se tomd una alicuota de
cada fraccién para cuantificar proteinas por la técnica de Bradfort (Bradfort, 1976), Los

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

Esta enzima se encuenira exclusivamente en la mitocondria, por lo que la medicién de
su actividad se utilizé como un control para la determinacion de la pureza de las fracciones
subcelulares. Esta técnica se basa en la produccion de NAD'. Se preparé directamente en la
celdilla un amortiguador de reaccién que contenia: imidazol 85 mM, o-cetoglutarato 13.6
mM, acetato de amonio 0.22 M, NADH 0.12 mM, EDTA 0.9 mM, ADP 1 mM, Tritén X-100
25 ul y se tomd la lectura a 340 nm, inmediatamente después se adicionaron 20 pl de
homogeneizado total o de cada fraccidn y se incubé durante 3 minutos, y se volvié a tomar la
lectura a los 0, | y 3 minutos {Bemn y Bergmeyer, 1963). Las lecturas se realizaron en un
espectrofotdmetro Beckinan modelo DU 64, La actividad enzimdtica se expresé 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%, | h a
100 volts para citocromo ¢ y 2.5 h a 100 volts para p53, posteriormente se transfirieron a una
membrana de PVDF (0.8 mA;‘cm2, durante 2 h), ¢n amortiguador Tris 25 mM, glicina 192 mM
y 20% de metanol. El corrimiento y la transferencia de lus proteinas se confirmd con rojo de
Ponceau S al 0.1%. Posteriormente, la membrana se lavé 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 unién

inespecificos con leche libre de grasa al 3% en TBS-T durante 2 h a 20°C. Se incubé 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 unién de los
anticuerpos se detecté mediante la utilizacién de un segundo anticuerpo marcado con
peroxidasa de rdbano (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.

Localizacidon 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 fijjaren durante 3 minutos con una mezcla de
acetona/metanol 1:1, se realizé un lavado con PBS y se procedié a marcar las mitocondrias,
para lo cual se utilizé la sonda fluorescente MitoFluor 589 (Molccular Probes), a una
concentracion de 200 nM cn PBS. después de incubar en la oscuridad durante 20 minutos a
temperatura ambicnte, las muestras se lavaron una vez con PBS y se incubaron por 3 horas
méds, 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 adicioné el anticuerpo
secundario (anti raton 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 pl de
vectashield (protector de fluorescencia) (Vector Laboratories}, a cada muestra y se montaron

en un porta objetos que se sellé con barniz de uiias transparente y se procedi6 al andlisis. Las
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muestras se analizaron con un microscopio confocal Zeiss Axiovert 100 M provisto con un
rayo laser de argdn/helio/nedn. La sefial de los fluorocromos se capturé a una longitud de onda
de 488/510 nm para la FITC y 568/590 nm para ¢l MitoFluor. Para ¢l anélisis se utilizé una
representacion con pseudo-color. El andlisis de los resultados se realizé con ef programa LSM

5 Imagen Brownser para microscopia confocal.

Deteccion de especies reactivas de oxigeno (ERQ)

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 solucién de Hank y 2°,7'—diacetato
de diclorodihidsofluoresceina (DCDHF-DA) 5 ptM. Este compuesto se imterioriza en la célula
y es liberado de los grupos acetato por la accidn de esterasas intracelulares, formandose la
2°.,7" diclorodihidrofluoresceina {DCDHF). El DCDHF se oxida rdpidamente en presencia de
perdxido de hidrégeno y/o de otros radicales libres, formando el 27,7’ -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 emisién) (Kiningham et al.,
1999; Yamagishi et al., 2001). Treinta minutos antes de la adicidon de DCDHF-DA, las cétulas
se incubaron en presencia de los stguientes inhibidores: rotcnona SuUM, ceep 0. 1M, (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, coelocados 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 c¢n el polencial de membrana mitocondrial se midieron utilizando la sonda
fluorescente JC-1 (5°,57,6,6"-tetrametilbenzimidazolcarbocianina  yoduro), una molécula
catiénica capaz de cruzar la membrana plasmdtica ¢ internalizarse en la mitocondria (Barbu et
ai., 2002). Para este proposito se utilizd un estuche de R&D (No. Catdlogo TA700), siguiendo
las instrucciones del proveedor para células en monocapa y se analizé inmediatamente por
microscopia confocal utilizando los filtros de 525 nm (verde) y 590 nm (rojo) (Yamagishi ct
al., 2001). El andlisis de los resultados se realizé con el programa LSM 5 fmagen Brownser

para microscopia confocal.

Analisis estadistico.

El andlisis 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 utilizé una
prueba paramétrica de comparaciones multiples (ANOVA). La comparacién entre grupos se

realizé con Ja prueba de Bonferroni.
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7.- RESULTADOS

Efecto de la hiperglucemia sobre la supervivencia de las células RINmSF

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 midié el indice de apoptosis. La apoptosis se
cuantific6 por la fragmentacién oligonucleosomal del DNA y por la exposicidén de
fostatidilserina para 1o cual se utilizé anexina V-FITC. La anexina V es una proteina que en
presencia de Ca’* sc une a los fosfolipidos y en particular a la fosfatidilserina (Shiratsuchi et
al., 1998). La Figura 11 muestra la gréfica de puntos que se obtiene después del andlisis en un
citémetro de flujo, en el eje de las ordenadas se indica la intensidad de fluorescencia de IP

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

Nuestros resultades 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 observé en los
cuadrantes superiores, (tante C como D), quc representan a las células con cambios
importantes en la permeabilidad de sus membranas, motivo por el cual permiten la
incorporacion tanto de 1P como de anexina-V-FITC, e indica que estas células murieron por el
mecanismo de necrosts 0 blen 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 1P,
Gnicamente 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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concentracién alta de glucesa a tiempos tan cortos como 30 minutos, 2, 4 y hasta 24 h no

indujo apoptosis en las células RINmSF.

Otro metddo para verificar el fendmeno de apoptosis, es el andlisis de la integridad det
DNA, mediante electroforesis en gel de agarosa. Durante fa muerte por apoptosis se observa
rompimiento internucleosomal del DNA con la formacién de fragmentos oligonucicosomales
de aproximadamente 200 pb. El andlisis electroforético del DNA extraido de las células
RINmSF (Fig 13B) cultivadas en condiciones de hiperglucemia mostré el patrén en escalera,
cldsico de apoptosis, a las 48 h. Esta caracteristica no se observo a las 24 h ni en Jas células

cultivadas con 11 mM de glucosa.

Separacion de Fracciones:

La actividad de la enzima glutamato deshidrogenasa se utilizé como un control de
pureza para la separacion de las fracciones mitocondrial y citosélica. Esta enzima se Jocaliza
principalmente en la mitocondria y cataliza la incorporacién de) 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 ]0 experimentos con células cultivadas bajo condiciones
normales. En el eje de las “Y" se grifica la actividad enzimética en U/mg proteina y en el de
las “X” ta fraccién celular. Se considerd estandarizada la técnica cuando la actividad de la

enzima en la fraccidn citosdlica no superd el $%.
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Localizacién subcelular de p53 y liberacién de citocromo ¢

Reciéntemente se demostré que la mitocondria constituye un blanco para pS3 durante
la apoptosis inducida por esta proteina, se ha observado que p353 se localiza en Ja mitocondria
y participa en la regulacién de la permeabilidad mitocondrial de células tumorales (Mihara et
al., 2003). En este estudio demostramos que en condictones de hiperglucemia la proteina p53
se moviliza hasta la mitocondria. El analisis por “Western blot” revelé la presencia de esta
proteina en la fraccién mitocondrial v no en citosol de las células cultivadas en condiciones de
hiperglucemia, no asi en el control; asi mismo se observé que cuando p53 se localiza en la
fraccién mitocondrial, también se presenta liberacién de citocromo ¢ hacia el citosol de estas

mismas células (Figura 15).

Analisis por microscopia confocal

Con el prop6sito de corroborar la distribucién intracelular de p53, realizamos un
analisis con microscopia confocal de p33 después de marcar las mitocondrias con una sonda
fluorescente en forma independiente al potencial de membrana (MitoFluor 589), por lo tanto
facilita su identificacién independientemente de la viabilidad celular (FFigura 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 p33 en las mitocondrias fue clara a partir de las 24 horas de hiperglucemia y
mostré un incremento a las 48 horas, este evento no se observé en las ¢élulas cultivadas con

11 mM de glucosa.
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Efecto de la hiperglucemia en ia produccion de ERO en las célulag RINmSF

Una vez que se establecieron las condiciones para la induccidn de la apoptosis en las
células RINmSF por hiperglucemia (glucosa 30mM), se procedid a medir la produccién de
especies reactivas de oxigeno, mediante la fluorescencia de la DCF a 530 nm. En la figura 17
A puede observarse un incremento signiftcativo (p<0.001), de hasta 2.5 veces en la generacion
de ERO. Con el propésito 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
tesultados mostraron que la adicién de estos compuestos inhibe la produccién de ERQ atin 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 inhibicidn 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 tampoce pudo observarse un cfecto sumatorio,
cuando las c€lulas (control 0 expuestas a 30 mm de glucosa) se incubaron en presencia de una
combinacién de los inhibidores  (rotenona+cccp  59%, ccep+apocinina 62%,
rotenonatapocinina 61%), cxcepto cuando la combinacidon fue rotenona+cccp+apocinina

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

Con ¢l prop6sito de saber si la apoptosis por p533 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 realizé 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 contrano en Jas células muertas o que presentan alteraciones
en el Aym JC-1 emite una fluorescencia (verde) a 530 nm. Los cambtos 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 (tamaiio, forma o densidad de las
mitocondrias). En las Figuras [8 A y 18 B podemos observar que la emisién de fluorescencia
a 530 nm de JC-1 es mayor en las células cultivadas con 30 mM de glucosa que en las ¢élulas

control (11 mM de glucosa).
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Figura 11. Andlisis por citometria de flujo de lIa muerte celular. Se ejemplifica una grifica
de puntos empleada para el andlisis de los datos que se obtuvieron por esta técnica de las
células RINm3F marcadas con anexina V-FITC e IP. FLI representa la fluorescencia emitida

por anexina V-FITC y FL.2 la fluorescencia emitida por IP.
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Figura 12. Apoptosis de las células RINmSF. 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 grifica que se muestra es representativa de 5

experimentos independientes
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Figura 13. Loduccion de apoptesis en <élula.. RINm3SF por glucosa. A: Apoptosis de las
c€lulas RINn3F caltivadas ¢n co.diciones de hiperglucemia durante 24 y 48 h. A; Porcentaje
de ¢ lulas positivis a anexira V-UITC/ne zativat a IP. Se gréfica el promedio y la desviacion
estd. dar. * Ir Jica la diferen.ia es-adistic'. con tna p< 0.001 cuando se compard con ei control
y con el tiempo de 24 h. B: Pragn-entaci¢n oligonucleosomal del DNA de las células RINSF
por iiperglucemia  Linea 1. marcador do peso molecular. Linea 2: DNA de ¢élulas RINmSF
culti -adas cor 11 mM de glicosi. Line:s 3 y -0 DNA de células RINmSF cultivadas con 30
mM de glucosa ror 24 y 18 h. respecivamente.  E~ta figura representa 5 experimentos

independiente s,
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Figura 14, Actividad de glutamato deshidrogenasa en la fraccién mitocondrial y
citosélica de células RINmSF. La actividad se expresa en unidades por miligramo de

proteina. Las barras representan la media y la desviacién estdndar de 5 cxperimentos

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

citocromo ¢. La imagen es representativa de S experimentos independientes.
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Figura 16. Localizacion de pS3 por microscopia confocal. Distribucidn intracelular de p53
en las células RINmSF cultivadas con 30 mM de glucosa durante 16, 24 y 48 h, después de
teflir las mitocondrias con MitoFluor 589. En rojo se muestra la tincién para mitocondrias, en

verde para p53 y la co-localizacién de p53 en la mitocondria se muestra en amarillo.
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Figura 17. Efecto de la glucosa (11 ¢ 30 mM por 48 h), en la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ERO) de las células RINmSF. A: Produccién 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). Sc graficé el promedic y la desviacion
estdndar de 5 expenimentos por separado. * Indica diferencia estadistica con una p<0.001. B
y C: Produccién 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 1a
desviacién 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

comparacién entre grupos.
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Figura 18. Efecto de la hiperglucemia en el Aym de ias células RIN:aSF medido por
cambios en la fluorescencia de JC-1. A; 11 mM de glucusa: 3: 30 mM de glucosa. En las
¢€lulas vivas JC-1 forma agregados de color rojo y cuando 2l porencial aumenta y/o se colapsa
JC-1 emite en el rango de fluorescencia verde. La figura ¢s rejresentativa de S experimentos

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

Estudios recientes sugieren que el efecto de la hiperglucemia en la funcidon de las
células [} depende del tiempo de exposicién y del fondo genético de estas c€lulas. Aunque adn
existe controversia sobre los efectos de la hiperglucemia en la proliferacion y la apoptosis de
las células P pancredticas, hay suficientes evidencias en las que se ha observado que los
estados de hiperglucemia crénica alteran la funcién 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 glucotoxictdad.

La masa de células B estd regulada por varios factores que incluyen el tamaro, la tasa
de replicacién y/o diferenciacién y la tasa de apoptosis. La disminucién de las células 3
pancredticas durante los estados crénicos de hiperglucemia ocurre a través del mecanismo de
apoptosis (Mandrup-Poulsen, 2001). EI incremento en la tasa de apoptosis se ha demostrado
en ¢l humano y en modelos experimentales de diabetes y se le considera responsable de la
reduccién en la masa de ¢élulas B en pacientes con DT2, tanto obesos como delgados (Butler
et al., 2003). La disminucién en la masa de células [ pancredticas 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 ta hiperglucemia induce la muerte de las céiulas P hasta
ahora se desconoce. Las publicaciones mds recientes sobre esle tema, se han centrado
alrededor del metabolismo mitocondrial debido a que representa la fuente principal de ERO

que tienen una participacién 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 plasmdtica y muestran translocactén o inversion de fosfatidilserina hacia la
cara externa; este fosfolipido normalmente se encuentra confinado a la membrana intema. En
nuestro estudio observamos que la incubacién de las células RINmSF en un medio alto en
glucosa (30mM), durante 16 y 24 h, no mostraron ningiin cambio bioquimico ni morfolégico
asoctado con apoptosis.  Sélo hasta las 48 h de incubacién se pudieron detectar cambios
significativos caracteristicos de apoptosis, como fueron la externalizacién de la fosfatidilserina
evidenciado por la fluorescencia de anexina V-FITC y la fragmentacidn 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 c€lulas apoptdticas en el cultivo con 30 mM de glucosa.

En el proceso de apoplosis Ja mitocondria tiene un papel central en la fase de
ejecucion, debido a que almacena en su espacio intermembranal activadores y efectores de la
muerte celolar, como el citocromo ¢, e.ntre otros. La permeabilizaciéon de la membrana
cxterna estd asociada con disfuncion mitocondrial, colapso del potencial membranal (A%,,) v
liberacion de los factores pro apoptoticos (cit ¢, AlF, Smac/diablo). Ademds se observa la
translocacién de proteinas de sefalizacién y moléculas efectoras entre el nicleo, ¢l 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 movilizacién de proteinas
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proapoptOticas hasta la mitocondria donde inducen disfuncidn de este organelo y en este grupo
se encuentra pS3 (Moll y Zaika 2001). Fiordaliso y col. (2001) propusieron que p53
participaba en la apoptosis de miocitos en precencia de glucosa alta. La O-glicosilacién de
p53 conduce a la acumulacién de angiotensina 11 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 induccién de apoptosis por hiperglucemia (Allen 2005).

En este trabajo se muestra que en las células RINmS3F la Jocalizacién de p53 en la
mitocondria se detectd por inmunofluorescencia in sifi, a las 24 y 48 h en condiciones de alta
glucosa. El andlisis por microscopia confocal mosirdé una clara localizacion de p33 en la
mitocondria a partir de las 24 h, misma que se incrementé 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 translocacién
de fosfandilserina. uno de tos primeros cambios en la membraba citoplasmatica de las células
que mueren por apoptosis. E] aumento de pS3 que se observo en la mitocondria a las 48 h
coincidié con el incremento en el porcentaje de célutas apoptéticas, de acuerdo a todas las
manifestaciones de este ipo de muerte: presencia de fosfatidilserina en fa cara esterna de la
membrana (positivas a anexina-V-FITC), cambios en el Ay, liberacién de citocromo ¢ y
fragmentacidn oligonucleosomal del DNA. Todos estos eventos no se observaron en las
c€lulas control. Estudios previos, realizados por Mihara y col. (2003) en otro tipo celular, han

demostrado que la liberacién de citocromo ¢ es un efecto directo de la translocacidn de p353
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hasta ta membrana externa de la mitocondria. Ellos utilizaron mitocondrias aisladas de higado
de rata, incubadas en presencia de p53 silvestre de ratén 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 3 pancredticas por el
mecanismo de apoptosis, posiblemente a través de la movilizacién de la proteina p53 hasta la

membrana mitocondrial y con disminucién en el Ay,

El colapso del Ay, constituye un elemento clave para la liberacién de los factores
proapoptdticos 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 interpa y externa de la
mitocondria (Kroemer et al., 1998). participa de manera importante en los mecanismos de
muerte celular; ast por ejemplo, estd asociado con el colapso del Ay, y con la liberacidn del
factor inductor de apoptosis (AIF) y de citocromo ¢, los cuales conducen a la activacién de las
caspasas (principalmente caspasa 3) y con cllo a la fase degradativa de la apoptosis. La
liberacién de citocromo ¢ y otras proteinas proapopioticas, cstd regulada por Ja familia de
proteinas de Bci2 (Brady y Gil-Gdmez, 1998). La proteina anti apoptdtica Bel-2 esta
localizada principalmente en fa membrana externa de la mitocondria donde puede inhibir la
insercion u oligomerizacion de Bax (Mikhailov 2001) y con ello evitar Ja interrupcion del Ay,
(Shimizu et al., 1998) y Ia muerte celular (Kroemer et al., 1998; Barbu et al., 2002). Se sabe
que varias vias de sefializacion para la apoptosis convergen en la activacién 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 ¢ 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 disminucién de ATP. Las alteractones mitocondriales promueven
un aumento en la produccion de ERO y por ende un estado de esirés oxidante. En esta
condiciones también aumentan Jas concentraciones intracelulares de Ca® y disminuye la
preduccion de ATP y, como ya se menciond, esta sitbacién 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 ¢l estado energético mitocondrial.
Las ERO también regulan la MPT ya que sus grupos tioles interactGan facilmente con estas
moléculas. El anién superéxido induce la liberacion de citocromo ¢ a través de la
permeabilizaciéon de VDAC en la membrana mitocondrial externa. El estrés oxidante
incrementa la posibilidad de apertura del poro al modular los grupos sulfihidrilos, tos cuales
gobiernan su apertura {Duchen, 2004). Aunque los cambios en la MPT constituye una via
para la liberacidn de proteinas especializadas, €stas también pueden salir por un mecanismo
independiente que involucra la permeabilizacion de la membrana externa sin interrupcidn 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 mitocendria (Kroemer et al.. 1998). El MPT esta
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asociado con la interrupeidn de la potencial de membrana mitocondrial (Ay,,). Una reduccién
en el Ay, con o sin MPT, puede también observarse en respuesta a diversas moléculas
incluyendo el 6xido nitrico, peroxinitrito y otras ERO. Ademds de la interrupcién del Ay, el
MPT conduce al desacoplamiento de la cadena respiratoria mitocondrial con el cese en la
produccién de ATP, aumento en la produccién de ERO y disminucién de glutatién reducido;
en un momento dado, algunos de estos eventos pueden promover la necrosis de la célula
(Kroemer et al., 1998). Sin embargo, MPT estd también asociado con la liberactén del factor
inductor de apoptosis (AIF) y la liberacion de citocromo c, los cuales conducen a la activacién

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
Bel2.  Estudios por “Western blot” revelaron la presencia de los complejos p533/Bcl2 y
p33/BelxL (Mibara et al., 2003), con lo cval se inhibe Bel2 y BelxL y se permite la accién de
las proteinas proapoptéticas como Bax, dafios sobre la membrana mitocondrial y liberacion de

citocromo ¢ {Chipuk et al., 2004},

Se sabe que la apoptosis en respuesta a p33 es dependiente del incremento en la
produccidn de ERO, las cuales alteran la permeabilidad mitocondrial y se permite la liberacién
de factores apoptogénicos (cit ¢, AIF, Smac/diablo) (Li et al.,, 1999; Chandra et al., 2000).

Previamente se ha demostrade que el estrés oxidante induce la expresion de p53 (Chen et al.,



1998) y que esta proteina estimula la produccién de ERO (Hussain et al., 2004) a través de la
activacién 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
apoptética se observa cuando hay una sobre produccién de ERQO, debida a algin estimulo
adicional, que en el caso de las células B se pudiera deber a los estados crénicos de

hiperglucemia (Bonini et al., 2004).

A nive] celular mucho se sabe sobre los efectos deletéreos de un ambicate con altas
concentraciones de glucosa se conocen diversos mecanismos de sefializacidn 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 produccién de ERO y de especies
reactivas de Oxidos de nitrégeno (ERON). El mecanismo bioquimico de glucotoxicidad
involucra un estado de estrés oxidante crénico y las células B pancrediicas 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 c€lulas MIN, células de endotelio y plaquetas en cultivo, aiin 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 resu]tados demuestran que la incubacién 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 produccién de ERO en comparacién con el control.  La
determinacidn de las ERO en presencia de rotenona (inhibidor del complejo I de la cadena
respiratoria mitocondrial) y ccep (desacoplador de la fosforilacién oxidativa) (Du X-L et al.,
2000; Yamagishi et al., 2001), reveld que el estado de estrés oxidante que se genera por
hiperglucemia se debe, al menos en parte, al aumento en la produccidn de anién superéxido
por la cadena transportadora de electrones mitocondrial. Se sabe también que la apocinina
{(inhibidor de NADPH oxidasa) reduce hasta en un 89% la produccién de anién superdxido en
el cultivo de células endoteliales bajo condiciones de hiperglucemia (Meyer y Schmitt, 2000).
La produccién de anidén superdxido causada por hiperglucemia ocurre principalmente via
cadena transportadora de electrones mitocondriales. Una concentracion de glucosa alta causa
la interrupcidn de la cadena transportadora de elcctrones en ¢l complejo I, que da como
resultado una mayor reduccién monoelectronica del oxigeno molecular por la coenzima Q
dando paso a la formacidn de anidn superéxido. Esto quiere decir que el metabolismo de la
glucosa, en condiciones de estrés como la hiperglucemia, conduce a un exceso en la
produccién de especies reactivas de oxigeno y por lo tanto de estrés oxidante. En nuestro
estudio observamos que la apocinina reduce también la generacidn de ERO, aunque este
efecto no fue estadisticamente diferente con respecto a los inhibidores mitocondriales. Un
efecto similar se observd cuando las ERO se cuantificaron en presencia de una combinacidn
de los inhibidores el porcentaje de inhibicién fue mayor siempre que estuvo presente la
apocinina (rotenona + cccp + apocinina). Esto sugicre que la activacién del sistema NADPH

oxtdasa contribuye de manera importante, junto con la mitocondria al estrés oxidante en
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célutas 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 cétulas
B pancreaticas de rata y células HIT-T1S en cultivo asi como su participacion en la generacién
de H,O,. El complejo NADPH oxidasa constituye la fuente principal de anidn superéxido en
células fagociticas, el cual conduce a la formacion de otras especies reactivas destinadas a la
eliminacidn 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 sefializacién bajo condiciones fisioldgicas, como es ¢l aumento en la
movilizacién de Ca®*, se ha propuesto su participacién en el mecanismo de secrecién de Ja
insulina (Oliveira et al., 2003). Sin embargo, su sebreactivacién puede contribuir al estado de
estrés oxidante inducido por concentraciones elevadas de glucosa y por lo tanto a Ja disfuncién

de las células B pancreiticas (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 dentuestra por la exposicién de fosfatidilserina, fragmentacién
oligonucleosomal de]l DNA, cambios en el potencial de membrana mitocondrial y liberacién

de citocromo c.

2.- La apoptosis de las células RINmSF causada por concentraciones alatas de glucosa
correlaciona poesitivamente cen la tocalizacién mitocondrial de p53 y los cambios en el

potencial de membrana a las 48 h de cultivo.

3.- La migracién de pS53 a Ja mitocondria de las células RINmSE cultivadas con
concentraciones altas de glucosa por 24 h, antecede a la exposicién de fosfatidilserina en la

cara externa de la membrana celular.

En resumen, nuestros resultados demuestran por primera vez que la movilizacién de la
proteina p53 desde el citosel hasta la mitocondria y los cambios asociades al potencial de
membrana mitocondrial, forman parte del mecanismo de induccién de la apoptosis de las

cetulas RINmSFE, durante el estado de estrés oxidante provocado por hiperglucemtia
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1% subsequent changes on the A, lead (o an imporiaat pancreatic g-cell apoplosis mechanism induced by oxidative siress caused
20 by hyperglycemia. (Mol Cell Biochem xxx: 1-8, 2005)
21 Key words: apoplosis, pS3. pancreatic f-cell, hyperglycemia, mitochondria. oxidative stress
22 Introduction studies support 1he idea that p53 can contribule to apoplosis 32
in malignant cells hy directly signaling the mitochondria [4. 33
23 Cell praiiferation and cell death by apoptosis are very com- 3 and imducing cytochrome ¢ release {6, 7). 34
24 plex and involve several pathways. In both processes, the p5i3 fis likely that p33 regulates the function of the organclles 35
25 (nor suppressor gene plays an imponant role. Under siress, within the cell. This function was confirmed with p radia- 36
26 the activation of p53 protein works 25 a transcription factor, tion that showed the mobilization of p53 hending towards 37
27 activating a series of genes such as p21 and Bax. and their the external milochondrial membrane during apoptosis asa = 3§
28 concerted action resulls incell cycle inhibition | 1] or mn apop- response 10 siress. Such mobilization is noi seen when apop- 39
20 sy induction, respectively |2]. However, there is growing Losis is p53 independent andfor during cell cycle delay [4. 6], 40
30 evidence about the induciion of apoplosis by independent Belore p33 reaches the mitochondria and leads w changes 41
31 mechanisms of the iranscriptional funclion of p53 (3] These during the induction of apoplosis, transcriptional sclivation
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of several oxide-reductases and production of reactive oxygen
species (ROS) 1akes place. [8]. Also, p53 induces 2 transient
increase in mitochondnal membrane potential followed by a
decrease [9]. Previous studies in thymocytes and leukemia
cells treated with 3 radiation {7, 10] and oxidative slress-
induced apoptosis of glia ccHs [111, suggest that changes
occwr in the mitochondrial membrane potential and in the
production of ROS by 1his organelle as an important factor
for p53-induced apoptosis [9].

Encugh ¢vidence is available about the role of apoptosis in
the loss of pancreatic f cells during chronic hyperglycemic
stales | 12-34]. During the inilial hyperglycemia the number
of pancreantic # cells decreases. The remaimng cclls increase
their glucose sensitivity and the production and sccretion of
insulin is also increased 10 prevent a hyperglycemic stale
while in starvation [15). In addition, in a chronic state of hy-
perglycemia, the pancreatic B cells become exhausted, and
after a while, death oceurs by apoptotic mechamisms [12, 16].
In other instances, hyperglycemia induces ROS as well as an
oxidative stress condition in several tissucs. This is consid-
cred as a main fealure in the development of several patho-
physiologic changes related to certain chronic complications
of dinbeles [17, 18], Oxidative stress mainly affects pancre-
auc B cells | 15]. where catalase and peroxidase action is 20
timics lower than in the liver | 19]. According 1o these studics,
it scems that the increase in ROS production is one of the ear-
liest events in cases of glocose inwalerance and it may be the
cause of pancreatic # cell dysfunction, as well as the cause
of changes in insulin synthesis and glucose-induced insulin
secretion in type 2 diabetes [ 18], Thus, we hypothesize that
the p33 proian participates in changes at the mitochondrial
level i pancreatic @8 cell death. The objective in this stedy
was (g investigate whether hyperglycemia induces apoptosis
in RINmSF cells through an increase in ROS production, and
it this phenomenon is associaled with changes in mitechon-
drial potential and with the mebilization of p53 proiein 1o the
mitochondria.

Materials and methods
Reagents

The chemicals were oblained (rom the following sources:
RPMI-1640 medwm, Hank’s balanced salt solotion, tryp-
sm, Na-EDTA, carbonyleyanide-m-clorophenyl-bydrazone
(CCCP). rorenone. and apocinin from Sigma (Sigma Chem-
iweal Co. S5t Lows, MO); fetal bovine serom and L.-
glutamine from GIBCO (Carlsbad, CA). DePsiper™ kits
(JC-1 5,5.6.6-1elrachtara-1.1° 3.3V 1elracthyl benzimidarzol
carbocyaning icdide) from R&D sysiens (Minneapohs,
MN): dichlorodihydrouorescein-dhacelate (DCDHF-DA)Y
from Molecular Probes Guorope (Leiden, Netherlands):

Anexin-¥Y Floos staining kit from Roche Antibodies Ap-
plied Science (Mexico, D.E}, anti-p53 (pab 240) and anti-
cytochrome ¢ (H-104) antibodies from Santa Cruz Biotech-
nology. Inc. (Santa Croz, California); chemiluminescence
reagent from Perking Eimer Life Sciences {(Boston, MA),
scqui-blot-PYDF membrane and prestained znd biotinylates
standards from Bio-Rad (Hercules, CA). All other analyti-
cal grade chemicals were oblained from Merck (Darmstadt,
Gerntany).

Cell culture

RINMSF cells were grown in RPMI-1640 medium {11 mM
glucose) supplemented with 10%  heat-inactivaled fetal
bovine serum, 1 mM sodium pyrovate, 23.8 mM sodium bi-
carbonate, 20 pgfml gentamycin, and 2 mM L-glutamine, in a
95% air, 5% COz environment at 37 *C. Celis were harvested
and sub-cultsred for an additionzi 2 days in RPMI-1640 con-
taining 30 mM glucose.

Apesptosis

Flow cylemetry

Cells were harvested with 2 mM PBS-EDTA, washed in PBS-
BSA 0.1%. and centrifuged a1 200 x g for 5 min. The pellets
were resuspended in 100 i1 of staining-solution: 204 fin-
orescein isothiocyanate-labeled annexin-V (10 22/ml) and
20 g2] propidium iodide (P1) {50 jrg/ml) in 1 ml Hepes bufier
(10mm Hepes, pH 7.4, 140 mM NaCl, 5mM CaCl;), and
incubated in the dark for 15 min al room emperature. About
400 1¢] Hepes-buffer was added for flow cytometry analysis
using a FACS Calibur instrument (Becton Dickinson Sysiem,
San Jose, CA) with 488 nm excitation. Emitted light was split
and collecied at 330 nm band pass filier for Auorescein and
385 nm to P1. For each Now cytometer run, 10000 cells were
required. Data were analyzed using CELLQUEST soltware
{Becion Dickinson).

DNA fragmentation

Cells were washed twice with PBS, resuspended in lysis
buffer (25 mM Tris-HCI, pH 8.0 and 10mM EDTA, (.25%
triton X-100) and stored at 4 “C for 15 min. Cell lysates were
then ¢entrifuged at 13,000 x g at 4°C for 30min. The su-
pernatants were collected and ncuebaied in the presence of
100 peg/m RNAsa A and 240 pofmi proneinase K m 37 °C
for 1 h, Crude DNA preparations were extracied with phe
nol:chloroform:isoamylalcohol (25:24:1), precipitated with
0.1 volume of 3 M sodium acetate and 2.5 volumes of 100%
¢thanol at 20 °C overnight and centrifuged at 14, 000 = g
for 30 mmn. The DNA petlets were air-diied and resuspended
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in TE buffer (10 mM Tris-HCL. pH 8.0, | mM EDTA} [20].
The concentration of nucleic acid was determined by UV
absorbance a1 260 nm. The same amount of nucleic acids
[rom each sample was found by clectrophoresis on a [.2%
agarose gel and visualized by UV Huorescence after staining
wilh ethidium bromide. Gel was visualized and photographed
on an image analyzer Gel Doc 2000 using Quantity One 4.0.1
software (Bio-Rad, Hercules, CA).

Subcellular fractioning

Cells (2 x 107y were resuspended in 40041 of buffer A
(0mM Tris-HCL pH 7.4 .5 mM Na-EDTA, 250 mM su-
crose, 0.1 mM PMSFE. 1Gpp/ml Jeupeptin, 5 pg/mit pep-
statin, 2 pgfml aprotinin, 10 ;:g/ml digitonin} and incubated
for 3 min at room temperatore and later homogemzed in a
elass Teflon homogenizer using 10 up-and-down strakes at
500 pm. The homogenate was centrifuged al 750 x g for
10min a1 4 <C. The supernatant was collecicd and subjected
1o ceatrifugation at 750 » g for 10min at 4-C. The super-
natant was transferred and centrifuged at 10, 0600 » ¢ for
15min at 4 C [21]. The resulling mitochondrial pellet was
resuspended in 5O ) buffer A wathoul digitonin. The super-
natant was stored as the cytosolic fraction. Both fractions
were slored frozen at —707C vntil analyzed. Protein concen-
irations from both fractions were determined using the Brad-
ford assay [22). Cytosulic fracuons were analyzed lor glu-
lamate dehyvdrogenase (GDH) enzymatic achivity, Less than
5% of 1he 10tal echiular GDH activity {mitochandrial marker)
was dowected in cytosolic fraction [23).

Western Blor anedysiv of eviochrome o release

and pS3 fpcation

The milochondrial and cylosolic lractions or crude cell
Iysates were used for cywochrome ¢ znd p33 delection.
These fractions (40 :2) were separated on 10% SDS-PAGE.
Bwuinylaied standards were used 10 determine molecular
weights. The gels were clectroblonied onto PVIDF membranes
(0.8 mafem?. 2 h) p33 was detected with 2 mouse mono-
clonal antibody at a 1: 1060 diution and sccondary goat an-
timouse horseradish peroxidase-labeled anobaody (1: 10 000).
Cytochrome ¢ was detected using rabbit polyclonal anubody
ata 12500 dilution and secondary goat antirabbit herseradish
pergnidase-labeled antibodies (11O | 6. 24 ). Bound anti-
bodies were delected using an enhanced chemiluminescence
kit {Perking Elmer Life Sciences, Boston USA) following the
manufaciure’s insiructions.

Confocal fluorescent imaging
Afler the above-mentioned reatments, the ¢eils were washed
with PBS, fixed for 3min in 121 we-cold acctone/methanol,

3

washed with PBS. and labeled by adding the MitwFluor
589 probe (200nM in PBS, Molecular Probes). Afwr in-
cubaling for 20min al room emperature, the cells were
washed once with PBS and incubated wath primary anti-
bodics against p33 (diluted 1:25 in 1% BSA-PRS) for 3h
at room temperature. After washing. Ihe cells were expaosed
to secondary antibodies {antimouse IgG conjugaled-FITC,
dilvied 1:100) in the sawe buffer for 3h al room lem-
perature in the dark. Fluorescent-labeled preparations were
viewed under a Zeiss Axiovert 100M confocal scanning
microscope supplemenied with an argon/heliunyneon laser.
The excitationfemission wavelengths used were 488/510 nm
for FITC, and 568/590nm for MiteFluor dye. The ac-
quisitions were recorded using pscudo-color representa-
tion, with LSM 5 Image Browser Program for confocal
MICTOSCOPY.

Measurement of ROS by DCDFH-DA fluorescence

ROS production was measored by fluorescence  us-
ing the oxidation-sensitive fluorescent  probe 2.7
dichloradihydrofluorescein diacetate {(DCDHF-DA)Y,
DCOHE-NA is a celi-permeant dye that, once inside 1he cell,
is ¢leaved by intracelivtar esterase into its nonfluorescent
form DCOHF. This form, which is no longer membrane
permeable, may be furtier oxidized by HaOa or the hydroxyi
radical. to i1s fluorescent form, DCF Following exposure
10 hyperglycemia, RINmSF cells were washed with Hank's
balanced sah solution (lacking phenol red) and then incu-
bated in the dark with the fluorescent prabe DCOHF-DA
(10 1+M in Krebs-Ringer bicarbonate buffer) for 30 min i
37°C and apalyeed with a Fluoroskan Ascent FL (Lab-
systemis). Fluorescence emission from DCF (green} was
deteeted a1 a wavelengih of 330 nm [25, 26], mn the presence
or ahsence of 5 M ralenone, (L1 M CCCP or 10:M
apocinin [27].

Measurement of the mitochondrial membrane potential

{ A ) by JO-T fucrescence

The mitochondrial membrane potential was semiguanti-
latively determined using a DePsiper™ commercial kit.
fullowing the procedure recommended by the manufac-
wrer for staining monolayer cells, The fizorescent probe
JC-1 is a dipophilic cation that selectively accumulates
within the mitochondrial matrix either as a green (527 nm)
fluorcseent monomer al depelarized membrane  poten-
tals or as J-aggregates with orange-red (590nm) fu-
orescence @l hyperpolarized membrane polentials [28).
The samples were immediately analyzed under the con-
focal microscopy Zeiss Axiovert 100M microscope, us-
g 488 nm excitation and 530 and over 580 nm cinission
wavelengths.
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40

30 4

20 4

% Cells annexin */PI-

%%

10 4

24k 48h

01Tm Meglucose
1 30m ¥plucose

Fig § Apopiosis of cultured RINmSF cells in the presence of ghucose (11 or 20mM ) for 24 and 48 b, fobtlowed by siaining with anaean-V-FITC (10 g/mh
and 1130 jrgfmily and analyzed by Mow cytomeery (A) Rate of zpoptons cells or pesitve cells w annexin-V-FITC and negative 1o Pl o 24 and 48 b Resuhis are
amean + S.E.M n five sepanite expenments. *) indicaies po< G001 and ** indicates p < (1005 when compared 10 conrols using one-way ANCVA and Lhe
Bonlereon test (1) Agarose gel elecirophoness of DNA tragmentation in the RINMSF cells, Lone ! molecolar DNA wesght markers Lane 21 DNA obraned
from RIvmSE celis coltured in the presence of glucose (1HmM) lor 980 Lose ¥ and 4 IINA obtained (rom RINmAE celly in the presence of hyperglycenna
C3mdh Tor 24 ol 43 b respectrvely This figure 15 represeniutive of Gve independent cxpenmenis,

Datter analysis

Dita were evalvaled using variance analysis for mul-
uple comparisons with the Sigma Sta v2.0 package
{Sigma-Aldnich Co., San Luts Missouri, USA). A p value
<(L0S was considered significantly different.

Results
Effoers of ivperghveenna on the survivad of the RINmSF cells

The RINmMSF cells were cultured in a medivim containing
LI or 30mM glicose, Apopiosis was quanlilicd measur-
ing exposure of phosphatidylserine and by oligonucieoso-
mal DNA fragmentation. Annexin V-FITC binds 10 phos-
phatidylserine in the presence of Ca'? {29, which is ex-
posed on the ower leaflet of the (inlact) plasma membrang
as an carly marker of apoptosis. To exclude a possible con-
Iribubion as a result of necrosis, we also teated cells wath
PL. that Izbels the nuclei of nomnlact (pecrotic) cells. In-
creased siaining with anncxin ¥ (or FL | fluerescence) alone
is indheative ol apoplosis, whereas staining with both an-
nexin ¥ oand Pl s andicative ot necrosis. Qur results proved
that 2 48 h hyperglycemia induces an increase m the posi-
tive cell rate 10 Annexin-V but negative 1o PL with a statisu-
cally significant difference (p < 0.000) compared 1o controls
{11 imM glucose) 436 £ 11.3% and 5.08 £ 0.56%. respec-
tively) (Fig. 1A). Gel electrophoresis of DNA extracied Irom
RINmSF cells (Fig. | By confirmed that endonuclealytc DNA

breakdown, a lale event in apoptosis, was present with 48 h
hyperglycemia,

Since the RINmSFE cells culiwred during 24 h under hy-
perglycemia showed no significant difference (p < 0,05} as
compared 10 conlrals concerning early apoplosis in annexin
Vassays, in subsequent experiments we shaw only the nesulis
after 48 h incubation,

Kdx 5t
s
A
L5
B Cytochrome
4 4+ C

1imM

Frg. 2 Immwnoblotl detection of (A} p3land (B) cyiochrome ¢ mnatochan-
drial, cytosalic fraction and total cell lysue of RINmSF cells cultured in the
presence of elucose (11 or WM for 8 b Subcclular fractioning was
perfarmed as described inbe "Matenal and Motheds™ seenon 30462 pro-
tein were resolved on 1050 SDS-PAGE bloned. and de tected uang pS3. and
cytiwhronne ¢ anthedies S0 maleenlar weight siandard protems, TL. tatal
lysmie. M mitochondna! fraction, C eviosole frocton, Cye C- oyioehrome
¢ stimdard, The mmunoblats ate represcwtalive of five independent expen-
ments
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Subcellular tocation of p323 and evtochrome ¢ release hyperglyeemia-induced muechondrial perneabiliy (Fig. 5)

and led 1o cytochrome ¢ release 10 the cylosol in the same
Recent studies have shown that the mitochondria are wargets cells {Fig. 2B).
for p53 during induction of apoptosis, pS3 is translocated
1o the mitechondria and s involved in the regulation of mi-
wochondrizl permeability of wmor cells {7]. In this study, Confocal micrvscopy analysis of p33 imtraceltutar
we show evidence that hyperglycemia induces the mobiliza- distribution
tion of p53 protein (o the mitechondria. The analysis by
WB detected the presence of this protein in the mitochon- To further document the intracellular distribution of p33, we
drial and not ir the cytosolic fractron of celts cultured during used confocal microscopy analysis of p33 afier MitoFluor

48 h under hyperglycemic conditions (Fig. 24). Additionally, 589 Tabeling of the milochondria (Fig. 3). The RINmSF cells

MitoFluor 589 p53 Colocalization

Control o
11 mM glhicose |

16h
30 1M glucose

24
30 mM glucose

48 h
30 mM glucose

Frg 3 Conlocal microscopy anglysis of p$ 3 edistnbyton and maochondrial staning of cobiured RINMSE cells 1o the presence of glucose (11 or 30 mM)
for 16, 24, and 48 b 1o conirols emly the 436 penare i shivwn smice og changes were fognd @ other omies. MuoFloer 589 siined mnochondng are shown i
the first column (red cofer). The second colwnn <hows 153 sy (eeeen coders mad the third column imboesies when both ane proseon Deeflow sofor) TThe
RINmSF cells showed pid proiesn and nniochondria located tagether ot 24 b and incressig i nwaber after 48 ol hyperalyeenna
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o

were cullured with 11 or 30 md glucose and analyzed at 16.
24, and 48 h. Confocal microscopy analysis showed a clear
mitechondrial location of p53 after hyperglycemia exposure
for 24 compared to contro} cells {11 mM glucose}, wilh an
evident mcrease at 48 h.

Effect of hypergheemia on ROS production

RINmSF cclls cuttured under hyperglycemic condibens
shiowed a 2.5-fold increase in ROS versus controls us mea-
sured by DCF fluorescence (Fig. 4A). In order to delermine
the origin of these free radicals, the cetls were reated with 1wo
mitochondrial inhibitors (Rotenone and CCCP)Y, and with the
NADPH oxidase inhibitor (apocinin), before adding the ROS
flucrescent probe. The resulis showed that these inhibilors de-
crease the ROS production, even in the control group with
a 40% average inhibition (data not showed), while in the
trealed groups a 66% inhibition was achieved. However, no
inhibition differences were found among the three inhibitors
{49, 44 and 40% in conirol cells and 62, 66 and 66% in
hyperglyeemia cells trealed with rotenone, CCCP and apoc-
inin. respectively) (Fig. 4B). No additional effect was found
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when the cells were treated with the combination of inhibitors
{Rotenonc + CCCP 59%, CCCP + apocinin 62%, roienone
+ apocinin 616), except for rotenone + CCCP -+ apocinin
(739 (Fig. 4C).

Effect of hyperglveemia on the Ay, of RINmSF celfs

To agsess whether hyperglycemia-induced apoptosis involves
changes in mitochondrial membrane potential, the RINmSF
cells were cultured ai high glucose concentrptions and Ay,
was measurcd by JC- 1 fivorescence (Fig. 5). In live cells, JC-
I forny aggregates and emits fluorescence at %0 nm (red).
while dead cells with collapsed Ay, JC-1 cmit fluorescence
at 530nm (green). Green fluorescence was greater in cells
cultured with 30 mM glucose (Fig, 5B) compared to control
cells {11 mM glucose) (Fig. 5A).

Discussion

The decrease in pancreatic f# cells during chronic stales of
hyperglycemia occurs through apoptotic mechamsms (131,

B

200 -
30 4
100 A
50 4
0 - " 1
=INH R
C

B -

R+A R+{HA

4 Effects of glocose on mtracellular ROS production in RINmSF Cells, (A The vells were incuhied an RIFMI comming 1] or 3t mM glucose for Hih
follwed by stamning wath DUDIT-DA, and the flucrescence was measared 3l 330nm, Lata are expressed ax 330w Mlugrescence unis Resulis ane mean

£ S.E M. in five scparate experiments

indicates p < 0001 when companing 11 v, 30 mM glucose using one-way ANOVA wih the Bonfermom ws, ¢B)

RINmSF cells were incubuted in RPMI contmnimg 30mM glucose for 48 b in the absence or presence of rolenane (R), COCPC), apocimmn {A) {Cror wah a

combinaiion of these inhibitors Dz are expressed as 530 nm fAeorescence units of DET Results are o mean £ 8 LW 0 ive separile experiments
o and without inhibiver {-INHY and ** idicate p G 001 when companng vs between groups using o way

o (O0T when companng vi with
ANOVA wiih the Bonderrom 1est,

*indicate
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Fig 5. Efiect of hyperglycemia on Ay, in RINMSF cells. The cells were cxposed for 48h to 74) 1T or (B) 30 M glucone, and the efiect upon Ay, was
detenmined by stomng with 1000 JC-1 and confocal micros¢opy scan In living cclls, 1C-1 forms more J-aggregates {red codeer} with increasing mitochondral
membrane potennal, and 0 dead colls with collapsed Ay, JC-1 emits green fluorescence. The magmification s 100x Figure 15 reprosentatve of five

mdependent expenments

However. the exact mechanism by which hyperglycemia in-
duces f ecdl death is currenily unknown. Recent stedies on
this topic have focosed on mitochondrial metabolism as the
main seurce for ROS and 1ts role in apoptosis [30].

Inour study. we tound that RINmSF cells cultured in 2 high
glucose medivm (30 mM) for 16 h, had no hiochemical nor
morphological changes consistent with apopiosis. The exier-
nalization of phosphatidylserine and DNA oligonucleosonil
fragmentalion, characleristic events of apoptotic vell death,
were seen at 4% h ol hyperglycemia.

During the process of apoptosis, the mitochondria play
a ceotral role in e exccution phase sjoring cell death-
activators and eftectors, which are released when membrane
permeabihty changes, such as cylechrome ¢. During this pro-
cess (here is a translocation of signaling proteins and cffectior
meolecules between the nucicws, cyloplasm, and mitochon-
dria. The mobilization of proapoptic proteins 1owards the mi-
wchondria pramoles the dysfunction of this organelle [31].
3t was surprismg 10 see that ducing the apoptosis of RINmSF

cells cultured vnder hyperglycemic conditions for 24 and
48 h, the p33 prowin moved owards the mitochondna. En-
dogenous p33 present in the mitochondria was identilied by
in citee immunofluorescence of whole celis after 24 and 48 h
of hyperglycemia. Confocal analysis showed 1hal a signifi-
cant amount of p53 is found in the mitochondria al 24 b, with
an important increase at 48 h. The mobilization of p33 10 the
mitochondria at 24 h of hyperghycemia in the RENmSF cells
was an carly event related o phosphatydyl serine translo-
cation a well accepied carly event of the apoptotic process,
Iy addition, the p33 translocation at 48 b coincided with the
decrease in Ay, cylochrome © release and nuclear DNA
fragmentation,

Our resulis suggest that mitochondnal p33 s partol a death

signaling pathway in RINmSF cells under hyperglycemic 3

conditions. Previous siudies conducted by Mihara er af. | 7).
in tumor ¢ells have shown that the release of cylochrome
v is a result of the p33 wranslocavon owards the ¢xier-
nal mitechondnal membrane. They wsed rat liver ssolaicd
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mitochondria incubated in the presence of movse p53, and
found that 90% of cytochreme ¢ was released within the first
30min. On the other hand, the collapse of AW, is a key el-
ement for the release of proapoptotic mitochondrial factors
130, Our results show that hyperglycemia induces apoplosis
of pancreatic § cells, possibly through the mobilization of
the p53 protein 10 the mitochondrial membrane and AW,
decrease.

Theexacl nature of the changes induced by p53 at the mito-
chondrial level is unknown, although two poessibilities have
been hypothesized. One possibility is that the p53 prowein
produces aggregates with members of Bcl-2 family [7, 32].
On the othert hand, the apaptosis process in response (o p53
depends on an increase in ROS production which aliers mi-
lochondrial permeability and allows the release of apoptotic
factors. [1 has been previously shown that oxidative stress
induces p53 expression [33] and 1hat this protein stimu-
lates ROS production [34] through (he activation of genes
associated with (he melabolism of these radicals {5, 35]. Un-
der these circumstances, p53 induces cell aging and the apop-
1otic response 15 seen when there is an overproduction of ROS
from an additional stimulus, which n the case ol pancreatic
J calls could be a chronic slate of hyperglycemia. The big-
chemical mechanism hehind glycotoxicity involves a siae of
chronic oxidative stress, Pancreatic £ cells are particularly
sensilive (o its effects [ 15, 36]. It has been previously shown
that in several cell lines, hyperglycemia increases the produc-
pon o ROS, even withmn short periods such as 15 min [17.
18, 37]. Our results show that the incubation of RINISE cells
under hyperglycemic conditions (30 mM glucose) for a 48h
period produces an important increase in RGOS production. as
much as 2.5 fold compared 10 controls. The inhibition of ROS
production in the presence of rotenone and CCCP yevealed
that the oxidative stress generated by hyperglycemais due, at
least partly. (o an increase in the production of the superoxide
anion through the mitochondrial cleciron-transport chain [ 26,
38). s also known that apocinin decreases about B9% su-
peroxide anion production in endothelial cell cullures under
hyperglycemic conditions [27]. In our study, we also found
that apocinin decreases ROS production. although this eifect
was nol slatistically different from mitochondnal inhibilors.
A similar effect was seen when ROS was guantified in the
presence of a combination of inhibitors, This suggests that
the activation of the NADPH oxidase system significantly
contributes along with 1he mitochondriz to oxidalive siress in
RINmSF cells culured with 30 m glucose. These results arc
consislenl wih those published by Oliviera er of. [39). They
showed the presence of NADPH oxidase system in ral pan-
creatic # and HIT-TILS cells, and deseribed s role in Ha Oy
productior. The role of NADPH oxidase in the pancreatic
£ cells is still undefined, although given the importance of
the free radicals i several signaling pathways under physi-
ological conditions, such as the mobilizaton of Ca H some

authors have suggested it is invelved in the insulin secretion
mechanism |39].

Conclusion

Our resulls suggesl, that the mobilization of p53 rom ihe cy-
toplasm to the mitochondria and the changes in mitochondrial
membrane polential are involved in the apoptosis induction
mechanism of the # cell duning oxidative siress produced by
hyperglyeemia.
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