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ESTUDIO DE LA PARTICIPACIÓN DE LA MITOCONDRIA y DE LA PROTEÍNA 

P53 EN LA MUERTE DE LAS CÉLULAS DE INSULlNOMA INDUCIDA POR 

CONCENTRA CIONES ELEVADAS DE GLUCOSA. 

RESUMEN 

Clara Ortega Camarillo 

Universidad Autónoma Metropolitana, 2005. 
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El mecanismo mediante el cual la hiperglucemia induce la apoptosis de las célu las ~ 

pancreáticas no está completamente entendido. Sin embargo, se sabe que la hiperglucemia 

crónica promueven un estado de estrés oxidalivo que acti va a la prote ína p53, la cual participa 

en la regulac ión de la supervivencia celular. El presente trabajo pretende conocer si e l estrés 

oxidativo generado por hiperglucemia esta relacionado con la apoplosis de las células 

RINm5F vía Iranslocaci6n de p53 hasta la mitocondria. Con este propósito se culti varon 

célu las productoras de insulina (RIN m5F) en medio RPM I 1640-S FB 10%, en presenc ia de 11 

ó 30 mM de glucosa durante 30 minutos, 2, 4, 24 Y 48 h. La apoptosis se evaluó mediante 

citometría de flujo por tinción de las células con anexina-V-FITC e ieduro de propid io (IP); de 

forma adicional se anali zó la integridad del DNA por electroforesis en gel de agarosa. Las 

espec ies reactivas de oxígeno (ERO), así como su origen se detectaron con la sonda 2',7'­

diacelato de diclorodihidroflu oresceína (DCDHF-DA) en presencia de: rotenona 5J.lM 

(inhibidor del complejo I mitocondrial), cccp O. II1M (desacoplador de la fosforilación 

ox idaliva) y apocini na 10l1M (inh ib idor de la NADPH ox idasa). Con el propósito de conocer 

la d istribuc ión intracelular de p53 y la li beración de citocromo c se reali zó un estudio por 

"Westcrn blot" y por microscopia confocal para lo cual se tiñeron las mitocondrias con 
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MitoFluor 589 Y p53 con un anticuerpo específico. Los cambios en e l potencial de membrana 

mitocondrial se eSlimaron mediante los cambios en la fluorescencia del colorante JC- l 

(Estuche de R&D Systems). Los resulLados demostraron que la concentración alta de glucosa 

a ti empos cortos (30 minutos, 2, 4 Y 24 h), no es un estimulo suficiente para inducir apoptosis 

en las cé lu las RINm5F; ya que no se observaron cambios en el porcentaje de células positivas 

a anexina V-FITC/ncgativas a IP (7.52± 0.89 Y 9.53±1.03, control y a las 24 h, 

respec ti vamente) Un aumento significativo en esta población celular (36±1 1.3%) se observó 

únicamente a las 48 h de cultivo con 30 mM de glucosa, estos even tos correlacionaron con la 

fragmentación oligonucleosomal del DNA proveniente de estas mismas células. Además se 

observó un aumento de 2.5 veces con respecto al control (67.32±7.54 y l75.6± 18.3 

respectivamente) en la producción de ERO de origen nütocondrial , con una importante 

cont ribución por parte de la NADPH ox idasa en condiciones de alta glucosa. El análisis por 

"Western biD!" reveló la presenc ia de p53 en las mitocondrias y por microscopía confocal se 

dlenninó que esta proteína puede locali zarse en las mi tocondrias a partir de las 24 h de cultivo 

con 30 mM de glucosa, con un incremento a las 48 h. Las modificac iones en la permeabi lidad 

milocondrial se conrirmaron por los cambios en la fluorescencia de l C- l mediante 

microscopía con focal y por la li beración c itosólica de c itoc romo c. Con base en estos 

resu ltados podemos concluir que en condic iones de estrés oX. idat ivo por alta glucosa, la 

proteína p53 se moviliza hacia la mitocondria e induce cambios en el potencial de membrana y 

la li be ración de ci tocromo e, llevando rinalmente a la apoptosis de las cé lulas RTNmSF. 



A STUDY OF THE PARTlCIPATlON OFTHE MITOCHONDRIA AND THE P53 

PROTEIN IN THE DEATH OF INSULINOMA CELLS INDUCED BY HJGH 

GLUCOSE CONCENTRATlONS 

Clara Ortega Camarillo 

Universidad Autónoma Metropolitana, december 2005. 

ABSTRACT 
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The mechanism by which hyperglycemia induces pancrealic P ceH apoplosis is nol completely 

understood. However, it is known that chronic states of hyperglycemia promote a stale of 

oxidative stress thal acti vates lhe p53 protein wh ich part ic ipates in ce l! survival. The aim of 

Ihis study was lo find whcthcr ox idative stress gencraled by hyperglyccmia was Ihe cause of 

RINm5F ceH apoptosis via Ihe transloc3tion of p53 to lhe mitochondria. In order to carry this 

out , insulin produc ing ce lls (RfNm5F) \VeTe cuhured in RPMI 1640-S FB 10% medium in lhe 

presence of 11 or 30 mM glucose ror 30 minutes. 2, 4, 24 or 48 hours. Apoplosis was 

assessed using now cytometry through Ihe staining of ce lls wilh annexin-V-FlTC and 

propidium iodide (PI) . Additionall y, ONA inlegrity was analyzed using elcctrophorcsis in 

agarose ge l. The reactive oxygen species (ROS), as we ll as their ori gin, were dClectcd using 

dichlorodihydrofluorescein diacetate (OCOHF-OA) in Ihe presence of rolenone 5 11M 

(mitochondrial complex 1 inhibilor), cccp 0.1 J.lM (de-couplcr of ox idat ive phosphorylation) 

and apocinine lO 11M (NAOPI-I oxidase inh ibitor). For Ihe purpose of assess ing intracellu lar 

p53 di stribulion and the release of cylochrome e, a Weste rn Blol test ane! confocal microscopy 

\Vas done for which lhe mitochondria were staincd wilh MitoFluor 589 and p53 with a specific 
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antibody. The changes in mitochondrial membrane potentia! werc estimatcd through Ihe 

nuorescent changes of lhe JC-l stain (R&D Systems Kit). The results demonstrated tha! short 

ferm high glucose concenLralions (30 minutes, 2, 4 and 24 houes) is nol a strong stimulus for 

inducing apoptosis in RINm5F cell s. since no changes were detected in lhe percentage of cell s 

posit ivc 10 anncx in V-FlTC/negative to PI (7.52 ± 0.89 and 9.53 ± 1.03, control and al 24 

hours, respectively). A significant ¡nerease in lhis cell populalion (36 ± 11 .3%) was secn c nl y 

al 48 hours of incubating wi lh glucose 30 mM. These cvents corre late w ith lhe DNA 

oligonucleosomal fragmentation from thesc same ce ll s. In addi tion, a 2.5 fold ¡nerease was 

secn wilh respeCl lO lhe contro l (67.32 ± 7.54 and 175.6 ± 18.3, respecli vely) in lhe produclion 

of mitochondrial ROS under hyperglycemic conditions with an important conlribulion of 

NAOPH oxidase system. The Western blol anaJys is showed the presence of p53 111 

mitochondria, and by con focal microscopy, it was determined lhal Ih is prolein is localed 111 

milochondria wi thin Ihe firsl 24 hours of incubaling with 30 mM of glucose, wi lh fUl1her 

incrcasc al 48 hours. Modifications on mitochondrial permeabi lily are confirmed by changes 

in JC-I f1uorescence using con foca! microscopy and the cyloso!ic release of cylochrome c. 

Based on Ihese resu lt s, we can conclude that under oxidative stress conditions due lo 

hyperglycemia, prolein p53 moves towards Ihe mitochondria and induces changcs in the 

membrane potenti al and Ihe release of cytochrome c, finall y leading to Ihe apoptosis of 

R[Nm5F cclls. 
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l.-INTRODUCCIÓN 

1.1.- Aspectos generales de la Diabetes 

La diabetes es un grave problema de salud pública a nivel mundial , debido al aumento 

en su incidencia , particularmente en los países en vías de desarrollo o de reciente 

industrialización. 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 años que 

padecen diabetes con prevalencia del 7.5%, ligeramente mayor en las mujeres que en Jos 

hombres a partir de los 50 años. La diabetes es la tercera causa de mortalidad general desde 

1997 y la primera causa en el grupo de 45 y 64 años de edad. Anualmente se registran 2 10 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 alimentación y disminución de la 

actividad física cotidiana. La diabetes ti po 2 (DT2) es la más frecuente en la población yen 

part icular en la población mexicana. Se ha identificado a la obesidad como factor de riesgo en 

21.4% de la población, así como también un aumcnto de la prevalencia asociado al aumento 

del índice de masa corporal y a la edad. Los pacientes viven en promedio 20 años con la 

enfermedad y se estima que por cada dos pacientes conocidos existe uno que no se ha 

identificado. Actualmente es de preocupar el aumento qlle se observa en la prevalencia de 

diabetes ti po 2 en niños y jóvenes (Zimmet et aL, 2001). 

La diabetes comprende un grupo heterogéneo de desordenes hiperglucémicos con 

dependencia genét ica que afec ta al metabol ismo de carbohidratos, Jípidos y proteínas, bien por 

falta de secreción de insulina o por di sminución de la sensibilidad ti sular a esta hormona 

(G iogi no et al. , 2005). La diabetes está asociada con complicaciones tardías como retinopatía, 

neuropatía, nefropatía y problcmas vascu lares, siendo las causas principales de muerte 
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asociadas con esta enfermedad, la falla rcnaJ, gangrena e infarto al miocardio (Tapia, 1999). 

De acuerdo a la Sociedad Americana de Diabetes (ADA, 2004), la diabetes se ha 

clasi ficado en 4 categorías principales con base en su fisiopatología , destacando la diabetes 

lipo 1 Y 2 (Cuadro 1). En la diabetes tipo 1 se presenta un proceso autoinmune que provoca la 

destrucci6n progresiva y selectiva de las células ~ pancreáticas, lo que conlleva a una 

deficiencia absoluta de insuli na. La diabetes tipo 2, en la mayoría de los casos, invo lucra un 

estado prediabético que se caracteriza por una menor sensibi lidad de los tej idos efectores a las 

acciones de la insulina (músculo y tejido ad.iposo principalmente), que ll eva a fallas para 

internar la glucosa en respuesta a las concentraciones normales de esta hormona; este evento 

se conoce como"resislencia a la insulina"; las manifestaciones clínicas de la enfermedad 

sobrevienen cuando las cé lulas P son incapaces de producir la cantidad extra de insulina para 

contrarrestar la resistencia a esta hormona. Las causas de este ti po de diabetes son hasta ahora 

desconocidas. Una de las característi cas más notables de la di abetes, es la hipcrglucemia, 

aunque la DT2 y en menor grado la intolerancia a la glucosa, comúnmente ocurren junto con 

una colección de problemas bioquímicos que constituyen el denominado síndrome metabóli co 

X, que incluye obesidad central , hipertensión, aterosclerosis, hipertrigliceridemia y bajas 

concentraciones de li poproteínas de alta densidad-colesterol (HDL-colesterol) (Lebovi lz, 

1999). 

La DT2 está caracte ri zada por alteraciones en la secrec ión de insulina. Investigac iones 

recientes sugieren que una di sminución en la masa de cé lulas P puede contribuir a este efecto. 

Analizando biopsias de tej ido panc reático de sujetos sanos obesos y de lgados, y de diabéticos, 

se ha demostrado una di sminución en la masa de células P de los diabéticos. El mecanismo 
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responsable de esta disminución, es e l incremento en la tasa de muerte por apoplos is (Bullee el 

al , 2003). La destrucción de las células ~ pancreáticas en cult ivo con concentraciones 

elevadas de glucosa, se ha asociado a la acti vación de la apoplosis (Augstein el al. , 1998; 

Didac y Mandrup-Poulsen, 1998; Donalh el al. , 1999; Mandrup-Poulsen, 200 1); por lo que los 

estudios encaminados a detener la apoptosis pueden ser de gran importancia en la prevención 

y manejo de la diabetes. 

La apoptosis constituye una medida fi siológica de eliminación ce lular, bajo control 

genético, que se caracteriza por colapso celu lar, condensación de la cromatina y fragmentación 

del DNA. Las células apopl6licas son rápidamente fagocitadas por células vec inas o 

macrófagos, previniendo una reacción inflamatoria. La apoptosis se ha propuesto como un 

evento crítico para mantener la homeostasis ti sular, que asegura el estado de salud de los 

organismos (Hengartner, 2000). 

Cuadro l . Clasificación de la Diabetes 

Tipo de Diabetes Caracteristicas 

1 . Destrucc ión total de cé lulas P 
. Mediada por inmunidad idiopática 

2 - Res istenc ia a la Insulina 
- Destrucción parc ial de células P 

Otros tipos específicos - Defectos genéticos en la func ión de la célula P 
- Defectos genéticos de la insulina 
- Endocrinopatías 
- Inducida por químicos o fármacos 
- Asociada a infecc iones 

Diabetes gestacional 
(ADA,2004). 

_ ror,~\""'tf.U ' S[~V1r , m~ U! INFURM ~t\1lft 
",lICHIVO HISTORICO 
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2. ANTECEDENTES 

2.2.- Fisiología de la célula ~: 

El páncreas humano cuenta con I a 2 millones de islotes de Langerhans, lo que 

corresponde entre el 3 y 5% de la masa pancreática total, éstos se encuentran distribuidos de 

forma aparentemente a l eator ia ~ cada islote mide aproximadamente 0.3 mm de diámetro; están 

organizados en lomo a pequeños capi lares, hacia los que vierten sus hormonas. La 

locali zac ión de los islotes está re lacionada con su onlogenia, aquellos islotes re lativamente 

grandes en el ratón están claramente situados de forma adyacente al conducto pancreático del 

que se desarrollan en el feto. En el humano, el desarrollo de los islotes comienza a las 10 

semanas de la gestación y se cree que continua hasta la ni ñez (Bonner-Wei r, 2<X>O). Los 

islotes están constituidos por 3 tipos fund amentales de célu las, alfa, beta y delta, que se 

diferencian ent re sí por sus caracte ríslicas morfológicas y de linción. Las cé lu las ~ 

representan entre el 60 y 80% de la totalidad, se localizan en el centro de cada islote y se 

encargan de secretar insulina y amilina, esta última suele li berarse paralelamente a la insulina 

aunque su función no se conoce con certeza. L1S célu las ~ son células allamente 

especiali zadas que secretan insulina en respuesta a una gran variedad de estímu los, el más 

imporlante lo constituye la glucosa. Su función normal es dependiente de la expresión de un 

gmpo reducido de genes que permiten que responda de igual manera a un pequeño incremento 

de la glucosa sanguínea, con la liberación de una cantidad apropiada de insulina a la 

ci rculación (Jonas et al., 1999). 

La masa de células P pancreáticas está regulada por al menos cuatro mccamsmos 

independientes: (i) replicación (mitos is de células ex istentes), (ii) tamaño, (ji i) neogénesis 
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(células ~ lluevas a partir de cé lulas epiteliales del dueto pancreático) y (iv) apoptosis. La 

suma de Jos lres primeros menos la tasa de apoplosis da como resultado la masa total de 

células P pancreáticas. La contribución de cada uno de ellos es variab le y puede cambiar en 

los dife rentes estados de la vida o bien cuando la masa de células P se adapta a los cambios 

metaból icos (Rhodes. 2(05). En condiciones normales, justo después del nacimjcnto, hay un 

incremento transitorio en la replicación y ncogéncsis de las células P. también se observa 

apoptosis, probablemente necesaria para el arreglo final de los islotes pancreáticos. Debido a 

que la lasa de apoptosis es baja, e l resullado es un aumen to neto en la masa celular; estos 

eventos se han descrito en roedores (Bonncr-Wcir, 2(00). Posterionnente, durante la niñez y 

la adolescencia la tasa de rep licación celular, la neogénesis y la apoptos is disminuyen de 

forma importante. En el adulto , e l tiempo de vida estimado para las célu las ~ , es de 

aprox imadamente 60 días. En condiciones fi siológicas cerca de 0.5% de célu las ~ 

experimentan apoptosis, que se neutrali za por la tasa de replicación y en menor grado por la 

neogénesis. Normalmente , el tamaño de las cé lulas P es relativamente constante, por lo tanto 

la masa celular a lo largo de la vida del adulto, también es constante ; no así en los últimos 

años de la vida, donde se observa una dismi nución en la masa de célu las ~ por un ligero 

incremento en la apoptos is, lo que puede explicar parcialmente por qué las personas de edad 

avanzada muestran mayor predi sposición a padecer diabetes tipo 2 (Rhodes, 2005). Las 

cé lulas ~ conservan su capacidad de adaptación a la ca rga metabólica, aún en cond ic iones de 

obesidad y res istencia a la insulina, sin embargo ll ega un momento en el cual se presenta una 

di sminución progresiva en la masa de las células ~ tan to en roedores como en humanos y que 

coi ncide con el inicio de la diabetes tipo 2, ésta di sminución se debe al incremento en la tasa 
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de apoplosis. 

2.1. 1.- Función mitocondrial 

La mitocondri a es un orgánuJo c itoplasmát ico de características muy especiales, quizá 

debido a su posible origen endosimbiólico siendo un componente importante en la vida de la 

célu la. La hipótesis endosimbióti ca del origen de la mitocondria se basa en la presencia de la 

doble membrana que la rodea y de ONA circular mitocondriaJ, muy parecido al de las 

bacterias. El DNA mitocondrial en el humano, contiene solamente 37 genes ( 16 569 pares de 

bases), cod ifica para 13 polipéptidos, que son parte del complejo enzimático de 

multi subunidades de la cadena respiratori a. El genoma nuclear especifica el reslo de 

subunidades enzimáticas y otras proteínas ITIÍlocondriales; las cuales son sinteti zadas en el 

citosol e importadas a la mitocondria . El núcleo también controla la actividad transcripcional 

de l DNA mitocondrial a través de proteínas reguladoras como: el factor transcripcional 

milOcondria l A, codifi cado por el mismo. El DNA mitocondrial es muy susceptible a 

mutaciones, debido a que posee únicamcntc secuencias codificantcs y sus mccanismos de 

reparación son muy pobres; como consecuencia es muy sensible al estrés ox idante (Maechlcr 

y Wolheim, 2001 ). ESlnlcturalmente, la mitocondria presenta dos compartimentos bien 

defin idos, matriz y cspacio intcrmcmbranal , delimitados por dos membranas, interna y 

externa, con caractcrísticas morfológicas y funcionales bien definidas (De Pierre y Ernster, 

1997; Gray et al. , 1999; Gottlieb 2(00). En la matriz se local izan vari as copias del genoma 

ci rcular mitocondriaJ (herencia de su pasado procarionta), ribosomas y numerosos complejos 

enzimáticos necesarios tanto para las funciones energéticas, como para la expresión y 

repl icación génica. El espacio intcrmcmbranal tienc un menor contenido proteico, en el que se 
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locali zan las enzimas que median e l tránsito de sustancias entre la mat ri z müocondrial y el 

cilosol. Del mismo modo, sus membranas presentan también diferencias significati vas. La 

membrana inlema, caracterizada morfológicamentc por presentar invaginac iones denominadas 

crestas, presenta multitud de complejos cnzimáticos (los componentes de la cadena 

transportadora de electrones, la ATP sinlasa) y prot.eínas que regulan el paso de metaboli lOS 

(el transportador de nuc!eólidos de adenina), resultando especialmente impermeable a iones. 

La membrana externa, a diferencia de la interna posee la prole ína porina (Gray el aL, 1999), 

conocida en la actualidad como canal aniónico dependiente de vo ltaje (VDAC), el clIal es 

permeable. en condiciones fi siológicas. al paso de iones y metabolitos con pesos moleculares 

inferiores a 6000 daltones (Figura 1). 

ADN 
circular 

Cres tas mitoc ondriale s 

Figura 1.- Estructu ra de la mitocondri a. 

M¡rtr ¡ ~ mit ocondrial 

1..---- Membrana externa 

E spaocio intermembranos o 
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La mitocondria constilUye el centro en la vida y muerte de la célula. 

Aproximadamente e l 98% del oxígeno que respiramos es consumido por las mitocondrias, en 

un proceso indispensable para la fonnaci6n de ATP, necesario para las funciones vitales de la 

célu la, como: mantenimiento del gradiente jónico transrncmbranaJ, síntesis de prote ínas y 

transporte de vesículas. De forma adicional a la provisión de ATP, la mitocondria participa en 

eventos importantes de la fi siología ce lular. Específicamente, en las cé lu las P pancreáticas, el 

ATP y otros factores mitocondriales acompañan el acoplamiento de l metabolismo de la 

glucosa a la secreción de insulina y C0l110 sensor de la tensión de oxígeno en la carót ida y la 

vasculalura pulmonar. Hace un par de décadas se observó que su presencia era necesaria para 

la inducción de muerte celular por apoptosis, por lo que actualmente se sitúa a la mitocondria 

como el punto donde convergen diferentes vías de señali zación para la apoptosis (Wang, 

2(01 ). Los cambios en la permeabilidad de las membranas de la mi tocondria controlan la 

liberación de di versas proteínas como cI citocromo c (cit e) y el factor inductor de apoptosis 

(AlF), los que activan diferentes rulas de señalización necesarias para ta inducción de la 

muerte celular por apoptos is (Ortega-Camarillo et aL , 200 1). Además de las enzimas 

necesarias para cI metabo li smo inlennedjario, la mitocondria alberga enzimas li mitantes de la 

biosínles is de esteroides, del grupo hemo y la anhidrasa carbónica. Por lo que no es de 

sorprender que las alte raciones en la función mitocondrial conduzcan a l desarrollo de 

enfermedades, a cambios sutiles en la fi siología e incluso la muerte de la cé lulu . Un número 

creciente de estudios coloca a la di sfunción mitocondrial como cI centro de diversas 

patologías, principalmente en el corazón y en el sistema nervIoso central , diabetes y 

padecimientos relacionados con el envejec imiento (Olson el al. , 200 1) (Cuadro JI). 



Cuadro 11. 

Enfermedades y procesos relacionados con disfunción mitocondrial . 

Procesos neurodegenerativos: 

Diabetes 

Envejec imiento 

Corazón, cerebro y riñón 

Diabetes tipo mody 

Parkinson 

Alzhcimer 

Esclerosis aminotrófica lateral 
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Una de las principales características fi siológicas de la mitocondria es la generación de 

un potenc ial de membrana a través de su membrana interna, como consecue nc ia directa de 

reacciones bioquímicas que constituyen la cadena respiratoria, el que es alimentado por el 

metabolismo de substratos como el piruvato, algunos aminoácidos y los productos de la p­

oxidación de los ácidos grasos que entran al c iclo de los ácidos Iri carboxílicos y mantienen el 

estado reducido de las coenzimas dinucle6tido de nicolinamida y adc nina (NADH) y 

dinucleólido de adenina-fl avi na (FADH2). La cadena respiratoria conduce los elec trones que 

evcntualmcnte son transferidos al oxígeno, tam bién se transfieren protones que cru zan la 
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membrana ¡mema mitocondrial . y generan un gradiente que se manifiesta en el potencjaJ de 

membrana mitocondrial , con un valor entre 150 ~ 180 mV, con carga negativa con respecto al 

citosol. La energía de este potencial es utilizada para la producción de A TP (Hicks y Medina, 

2(01). 

El nujo de electrones a través de la cadena respiratoria mitocondriaJ se lleva a cabo por 

4 complejos enzimáticos anclados a la membrana, junto con el c itocromo e y la ubiquinona Q 

(CoQ). El NADH proveniente del c iclo de los ácidos tri carboxílicos dona electrones al 

complejo J, éste a su vez los transfiere a la CoQ, la cual también puede ser reducida por los 

electrones donados por varias deshidrogenasas que contienen FADH2. como la succinato­

ubiquinona reductasa (complejo 1"1). Los electrones de la CoQ son transferidos al complejo III. 

Posteriormente pasan a través del citocromo c, al complejo IV y finalmente al oxígeno 

molecular. La transferencia de e lectrones a través de los complejos 1, 111 Y IV gcneran un 

gradiente de protones (voltaje) y gran parte de la energía de este gradiente, es uLi lizada para 

producir ATP a través de la ATP sintasa (complejo V). Así mismo esta energía puede ser 

di sipada en forma de calor a través de las proteínas desacoplantes (UCPs). Cuando hay una 

sobrecarga de protoncs, el tmnsportc de electrones en el complejo III se inhibe parcialmente y 

promueve el retomo de electrones a la coenzima Q y su donación al oxígeno molecular, 

fac ilit ando así la producción del anión supcróxido (Figuíd 2) (Hicks y Medina, 2001; Duchen, 

2004). Este proceso está regulado no solamente por e l suministro de substratos sino también 

por ci-+-, el cual incrementa la acti vidad de varias deshidrogenasas. Un aumento en las 

concentraciones de ci+ intracelular, es dirigido a la mitocondria a través del transportador 

unidireccional de Ca2
+, lo que asegura que los requeri mientos energét icos de la célula se 

cubran de forma adecuada. En la célu la p, la glucosa favorece la entrada de Ca2
-+- por 
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activación de la cadena respiratoria mitocondrial. El potencial de membrana mitocondrial 

(~'Vrn), conduce a la producción de ATP y a la acumulación de ci+ en la mitocondria. 

Por otro lado, las mitocondrias, gracias a su capacidad de internar Ca2
+ y precipitarlo 

en forma de fosfatos, participan junto con el retículo cndoplásmico, las bombas iónicas y 

canales locaJizados en la membrana celu lar, en la regulación de los niveles citoplasmáticos de 

Ca2
+ libre (Gray el aL, 1999). Esto es un hecho de suma importancia, ya que el Ca2

+ 

constituye una de las moléculas de señalización de mayor importancia fi sio lógica, en diversos 

procesos metabólicos, incluyendo el mecanismo de secreción de la insulina en las cé lulas ~ 

pancreáticas. 
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Figura 2. Flujo de electrones y protones a través de los cuatro complejos de la cadena 

respiratoria. La coenzima Q (CoQ) captura vía los complejos I y 11. El ubiquinol sirve como 

un acarreador móvil para los electrones y protones y pasa los electrones al complejo m , el 

cual los transfiere a otro conector móvil , el citocrorno c. El complejo [V pasa los electrones 

de l ci locromo e reduc ido a l ox ígeno. El fluj o de e lectrones a través de los complejos J, III Y 

IV se acompaña por uno de protones. que va desde la matriz hacia el espacio 

in tcnnembranoso. Cuando hay una sobrecarga de protones, el transporte de electrones en el 

complejo IU se inhibe parcialmente y promueve su retorno a la CoQ y su donación al ox ígeno 

molecular, facilitando así la producción del anión superóxido. 
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2.1.2. Mitocondria y Apoptosis 

La apoptosis constituye un mecanismo fisiológico mediante el cual son eliminadas las 

células dañadas, envejecidas y/o mutadas, también participa en otros procesos vitales como el 

desarro llo embrionario, el control de la homeostasis y la regulación del sistema inmunitario. 

Además la apoplosis por exceso o defecto, está involucrada en una amplia variedad de 

procesos patológicos (proliferación maligna) (0 150n y Komblut , 2001 ). Una divers idad de 

eventos señalan a la mitocondria como el efector principal de la apoptosis. Estos incluyen la 

liberación de ac tivadores de caspasas como el citocromo e, cambios en el transporte de 

electrones. pérdida del potencial de membrana mitocondriaJ , alteración de mecanismos de 

óxido-reducción celular y la parti cipación de las prote ínas pro y an ti apoptóticas de la familia 

Bcl-2. 

En los últimos años la mitocondria ha rec ibido atención especial por su participación 

en la fase efectora de la apoptosis. El interés se ha centrado alrededor de la apertura de 

canales o poros de transición mitocondri al y la liberación de diversos factores proapoptóticos, 

entre ellos cl c itocromo c. En la mayoría de los sistemas donde ocurre la apoptos is se observa, 

en la membrana mitocondrial, la formación de un canal de gran conductancia conocido como 

poro PT. Su estructura y composición no se conocen por completo, pero entre sus 

constituyentes se encucntran proteínas de la membrana interna como eltraslocador de adenina 

nucleótido (A NT) y porinas o VDAC, que actúan en los sitios de contacto de la membrana 

interna y ex terna, creando un canal a través del cual pasan moléculas::::; 1.5 kDa. La apertura 

de este canal provoca la desregulación de la Illitocondria y pérd ida del potencial 

tra nsmembranal , debido a un aumento de la osmolaridad de la matriz, haciendo que ésta se 
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expanda y eventualmente se ro mpa y libere proteínas acti vadoras de caspasas, loca li zadas en 

el espacio inlramcmhranal hacia el citosol y el desacoplamiento de la cadena respiratori a, que 

se reconoce como una falla temprana de muerte, donde participan diversos factores como la 

vía de señalización de la ceramida. Los ox idantes y Jos aumentos pato lógicos de Ca2
-+ 

citosólico pueden también inducir la ruptura de la membrana ex terna de la mitocondria (James 

y Murphy, 2002). 

Por otro lado, informes recientes sugieren que los cambios mi tocondria les están bajo e l 

contro l de los produelOs génicos de bd4 2. Se han establecido modelos con li posomas que 

llevan los canales VDAC, en Jos que se de muestra que las proteínas proapopt6ticas Bax y Bak 

aceleran la apertura de los canales VDAC y permiten la sa lida de citocromo c, mientras que 

las prote ínas antiapoptóti cas BeI-2 y BeI-XL cierran estos c.males por unión di recta con Bax y 

Bak. LI explicación de ello es que durante la interacc ión de VDAC con Bax y Bak ocurren 

cambios conformacionales, formando un mcgacanal que permite la salida de ci toc romo c 

(Adams y Cory, 1998). El cual al interactuar con Apaf 1 y la procaspasa 9 fo rman el 

apoplosoma en los vertebrados, resultando en la :lcti vaci6n de la caspasa 9; únicamente 

después de este proceso la caspas;] 9 puede acti var o tras caspasas, C0l110 la caspas;,¡ 3, y de esta 

manera desencadenar la cascada proteolítica esenc ial para la apoptosis. Las mitocondrias de 

algunas células también liberan al fac tor inductor de apoptosis (A LF), una tlavoproteína que se 

transloca hasta el núcleo e induce la condensación de la cromatina y fragmenwción de l DNA a 

gran esca la (Wang, 200 1). No obstante, algunos estud ios demuestran que la liberación de 

citocrolllo c y la activac ión de las caspasas puede ocurrir antes de que se detecte la pérdida del 

potencial transmembranal de la mitocondria. Esto sugiere que hay mecanismos diferentes que 

regu lan la penneabilidad de las membranas interna y externa de la mi tocondria (Bernardi et 
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al. , 1999). 

El hecho que BcI-2 se loca lice en la membrana mitocondrial ha permi tido pensar que la 

función antiapoplótica de BcI-2 podría relac ionarse con e l mantenimiento de la integridad de 

la membrana mitocondrial y. en un sentido más amplio, en regu lar los procesos de tráfico 

intracelular. En estc contex to, cabe destacar que la cooperación de Bc1-2 con c-myc inhiben la 

translocaci6n de p53 desde el c itoplasma al núcleo, durante la fase GO/G I del ciclo celular, 

periodo en el que la cé lula es susceptible a la inducción de apoptosis (Ryan e l al. . 1994). 

2.1 .3.- Secreción de insulina 

Las concentraciones de insulina están normalmente determinadas por un sistema de 

relro,diment<lción responsable de mantene r los ni veles de glucosa sanguíneos. La respuesta de 

las células P pancreáticas a la glucosa está determinada por la sensibilidad de los tej idos 

periféri cos a la acc ión de insulina. Los sujetos con resistencia a esta hormona tienen una tasa 

de secrec ión elevada y, por lo tanto, los nive les también se encuentran altos con respecto a los 

sujetos sensib les a la acción de insulina. La insulina también se secreta en respuesta a 

aminoác idos, ácidos grasos y la magni tud de respues ta eSlá modul ada por una gran variedad 

de factores neurales (S istema autónomo simpático y parasimpático) y hormonales (glucagón, 

polipéptido inhibidor gástrico y la somatostatina), siendo 1<1 gJucosa, el estímulo princ ipal 

(Macchlcr el al., 1999). 

La secreción de insulina muestra una respuesla muy rápida a la glucosa y un perfil 

pulsátil complejo. El incremento en la secrec ión de insuli na después de la administración 
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intravenosa de glucosa es virtualmente instantáneo; de igual manera ocurre en un intervalo de 

minutos después de la ¡ngesta de glucosa. El pcrfillcmporal de secreción de insulina consiste 

en pulsos de amplitud pequeña que se presentan entre 5 y 10 min, seguido po r osc ilaciones de 

mayof amplitud, entfe I y 2 h (Webb et al. , 2(0 1). 

Las célu las Il controlan la homeostasis de la glucosa en los vertebrados mediante la 

secreción de insulina por un mecanismo altamente regulado. La insulina se almacena en 

ves ículas secretoras, las cuales son li beradas en respuesta a concentrac iones e levadas de Ca2
+, 

como resultado de la apertura de los canales de ci+ dependiente de voltaje (Ashcroft y 

Rorsman 2004). El acoplamiento estímulo-secreción tiene lugar en e l orden de segundos a 

minutos e implica un aumento en la producción de ATP proveniente del metabolismo de 

glucosa. Las células B también responden a la glucosa a largo plazo (minu tos u horas) por un 

incremento en la traducci6n y biosíntesis de proinsulina en el retículo endoplásmico. Las 

alterac iones en este proceso dismjnuyen la producci6n de insulina y son un faclOr 

determinante para la presentac i6n de OT2 (Saliel y Kahn , 2(01 ). 

En presencia de glucosa hay un aumento de las vías glucolíticas y por lo tanto de las 

cocnzimas reducidas NAOI-¡ y FAOH2, las cuales favorecen un aumenlO en la producci6n de 

ATP a través de la cadena respiratoria müocondrial y de la relaci6n ATP/AOP. Esta 

condici6n induce el c ierre de los canales de K+ sensibles a ATP (KATP) , con una subsecuente 

despolari zaci6n de la membrana plasmática, la acti vac i6n de los canales de Ca2+ dependientes 

de voltaje y un aumento intrace lular de Ca2
+ necesario para la acti vaci6n de la cxocilOsis de 

los gránulos de insulina (Webb el al. , 2(0 1). El incremento de C}+ c itos61ico activa a la 

calmodulina, la cual a su vez induce la fosforilaci6n de miosina y tubulina, quienes favorecen 
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el movimiento y fusión de los gránulos de insulina con la membrana plasmática (Mcglasson y 

Matschinsky, 1986) (Figura 3). Las alteraciones en este proceso conducen a una reducción en 

la producción de insulina, un [¡actor muy importante y característico en e l desarro llo de DT2, 

esto sugiere que la célula ~ en el diabético es incapaz de sinteti zar cant idades suficientes de 

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

Figura 3. Mecanismo de secrec ión de insulina en respuesta a glucosa. La glucosa se 

mClaboliza a través de la glucóli sis y es conve rtida en piruvato, e l cual entra al Te A y provee 

los equivalentes reductores a la cadena respiralOria , aumentando la producción de ATP, y el 

cierre de canales K ATP, despolarizac ión de la membrana y apertura de canales de Ca2
+ e\ 

aumento de Ca2
+ es esencial para la exocitos is de insulina. 
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2.2.- Estrés oxidante 

2.21.- Especies reactivas de oxígeno y estrés oxidante 

El término radical li bre se aplica a especies químicas que contienen uno o más 

electrones no apareados, ya sea por pérdida o ganancia de ellos. La presencia de electrones no 

apareados modifica la react ividad quírnjca de un átomo o de una molécula y la hace 

gcncrahncnlc más reactiva que su correspondiente "no radical". Sin embargo, la reactiv idad 

química de los diferentes tipos de radicales libres es muy variable (Zentella y SaJdaña, 1996). 

La mayoría de los radicales libres de interés biológico son Jos deri vados del oxígeno. 

también llamados "especies reactivas de oxígeno" (ERO). La mitocondria ha sido propuesta 

como su fuente principal. Como se mencionó antes. de forma paralela a la reducción del O2 

hasta H20 por la citocrolllo c oxidasa en la cadena transportadora de electrones, tiene lugar la 

reducción, no enzimática y monoelectrónica del O2 molecular, dando lugar a la formación de 

anión superóxido (02.") . Se estima que más del 1% del nujo de electrones mitocondriales 

conduce en condiciones normales, a la formación de este radical, por lo que, cualquier 

alteración en el transporte de e lectrones aumenta de forma importante su producción. De 

forma ad icional , el anión supcróxido puede dar origen a otras especies react ivas como el 

peróxido de hidrógeno (H, O, ), el radical hidrox ilo (1-10") y el peroxinitri.o (ONOO") (Figura 4) 

(Medina·Navarro y Hicks, 2(0 1). 

Exislcnotras fuentes de ERO en el organismo, por ejemplo el O2 .• se produce durante la 

fagocitosis y es parte del mecanismo utili zado para la destrucción de microorganismos 

ex traños (Zentell a y Sal daña, 1996). El radical 1-10" se produce como consecuencia de la 

interacción de las radiaciones e lectromagnéticas con baja longi tud de onda con el agua o por e\ 
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rompimiento de l ONOOH y por la reacción de Fenla n. Este radical tiene la propiedad de 

interactuar prácticamente con cualquier molécula. 

M nSOD 

\ 
H,O 

H,O 

Figura 4.- Especies reactivas de oxígeno. El anión supcróx ido puede dar lugar a la 

formación de otras especies reactivas de ox ígeno y de nitrógeno. En este esquema también se 

muestran los sistemas nntioxidantes. 

Las especies react ivas de oxígeno generadas por e l metabolismo normal ex isten en 

concentraciones muy bajas, de Ix 10,4 a Ix 10,9 M; no viajan muy lejos de los sitios en los que 

se forman, deb ido a que su vida media no sobrepasa Jos rnicrosegundos. Cuando las ERO 
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reaccionan con una molécula, pueden dar origen a otras especies reactivas y desencadenar una 

reacción en cadena au tocatalítica, por ejemplo durante la peroxidación de los ácidos grasos 

poliinsaturados, de tal manera que la especie reactiva secundaria y los productos de la 

degradación oxidativa tienen efectos amplificados a di stancia del sitio de origen (Zentella y 

Saldaña, 1996). 

Las ERO tienen una función muy importante en diversos procesos bio lógicos, por 

ejemplo, son parte de la cascada de eventos relac ionados con la acción anlimicrobiana de las 

células fagocít icas (neutrófilos, monocitos, macrófagos, eosin6fi los), vía la NADPH oxidasa. 

Además están involucrados en una gran variedad de vías de señalización celular, actuando en 

algunas instancias como segundos mensajeros de ligandos específicos; incluyendo el factor de 

crecimiento transformante ~ , factor de crecimiento derivado de plaquetas, angiotensina 11 , el 

factor de crecimien to de fibroblastos y endotelina, en tre otros. L1S ERO también participan en 

la regulación de algunos fac tores de transcripción, como el NF-KB (Szewczyk y Wojtczak, 

2000). Sin embargo un exceso en la producción de estas especies reacti vas es capaz de oxidar 

diversas biomoléculas (lípidos, carbohidratos, proteínas y ácidos nucleicos) y promover de 

esta manera el daño ti sular y la muerte celular. Por esta razón, las cé lulas poseen sistemas 

an tioxidantes para contro lar fi siológicamente la producción excesiva de las ERO, o bien para 

limi tar su capacidad de daño. A pesar de e llo, di versas condiciones uJteran el balance entre la 

producción de ERO y las defensas celulares, lo que genera un estado conocido como estrés 

oxidanle, e l cual resulta en disfunción y destrucción celu lares (Ortega-Camarillo el a l. , 1999; 

Medina-Navarro y Hicks, 2(01). Un desbalance entre los factores pro- y antioxidantes juega 

un pape l muy importan te en el desarrollo de di versas patologías como la diabetes mellitus, e l 
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cáncer y la ateroscJerosis entre otras (Halliwell , 1994). Por esta razón es de suma importancia 

que las células posean sistemas antiox idantes que protejan y/o inhiban la producción de las 

especies reactivas de oxígeno. 

2.2.2.- Sistemas antioxidantes. 

Los ant iox idantes se pueden clasificar con base en su estructura y fu nción bio lógica en: 

1) enzimáticos, como la glutatión perox idasa, la catalasa y la superóx ido di smutasa y; 2) no 

enzimát icos, como las vitaminas e y E, el p-carolcno, el ác ido úrico y la bili rrub ina, entre 

otros (Medina-Navarro, 2001). 

Enzimáticos: El más importante es la superóx ido di smutasa (50D), enzima encargada 

de catal izar la dismutación del anión superóx ido, con la subsecuen te formación de peróxido de 

hidrógeno. el cual puede constit uir un problema aún más grave para la célula, ya que en 

presencia de metales (reacción de FenlOn), puede propiciar la fo rmación del radical hidroxilo; 

para evitarlo entran en acción ot ras enzimas como la catalasa presente en los perox isomas, la 

cual catali za la formación de dos moléculas de agua y oxígeno molecular a partir de dos 

moléculas de peróx ido de hidrógeno. Otro gru po de enzi mas anlioxidantes lo constituyen las 

peroxidasas. de éstas la más impol1ante en el mamífero es la glutatión perox idasa la cual 

cataliza la formación de agua y glutalión ox idado a partir de peróxido. 

No enzimáticos: En este gru po destaca la vitamina E, la cual en el ser humano protege 

contra la lipoperoxidación. al actuar de manera directa con varios radicales entre los que se 
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incluyen el HU, el O{ ; la vitamina e interactúa con los mismos oxirradicales. pero además 

es capaz de regenerar el a -tocoferál a su estado activo. 

2.2.3.- Estrés oxidante en diabetes 

El paciente diabét ico descompensado presenta un estado de hiperglucemia crónico que 

favorece la producción excesiva de ERO y un estado de estrés ox idante, el cual es considerado 

un e lemento fundamenta l en el desarrollo de diversos cambios fisiopatológicos re lacionados 

con algunas de las complicaciones crónicas de la diabetes (Wcst, 2()(X); Brownlec, 2001 ). En 

estos sujetos la ausencia de insulina o de sensibi lidad celu lar para esta hormona hace que los 

tej idos muscular, hepáti co y ad iposo, que normalmente son los principales consumidores de 

glucosa, no puedan captar esta hexosi.l. Por el cont rario, el resto de los tejidos que no 

necesitan de insul ina para que la glucosn ingrese a l inte rior, se encuentran con una elevada 

concent ración de glucosa intracelular (Taniguchi e t al. , 1998). 

El grupo de investigación de Nishikawa y co l. (2000) han considerado que la 

sobreproducción de an ión superóx ido por la mitocondria en condiciones de hiperglucemia es 

responsable de tres de los mecanismos propuestos del fenómeno de tox ic idad produc ido por 

concentrac iones e levadas de glucosa ("g lucotox icidad"): ( 1) e l aumento en el flujo de la 

glucosa a través de la vía del po liol, (2) e l aumento en la fo rmac ión de los productos de 

gli cos ilación avanzada, (3) la activación de la proteína cinasa e (M in et al. , 1999; Brownlee, 

1995,2001 Y 2(05). Un cuarto mecanismo propuesto de la glucotoxicidad, lo constiluye el 

aumento de la biosíntes is de las hexosaminas (Hawkins et aL , 1997). La act ivación de estos 
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cuatro mecanismos patogénicos converge en un sólo proceso: la sobreproducción de anión 

super6xido por la cadena transportadora de electrones mitocondrial (Nishikawa el al. , 2000; 

Brownlee, 200 1; Sakai el al. , 2(03). 

1.- La vía de los polioles a través de la participación de la enzima aldolasa reductasa, conduce 

a la acumulación intracelular de l sorbitol y fruelosa y, favorece un desbalance de los sistemas 

intracelulares de óx ido-reducción dado por los nucleótidos de niacinamida: NADHINAO+ 

(Figura 5). Se ha propuesto que estos nucleótidos participan de manera preponderante en las 

alteraciones propias de la diabetes mellitus, debido a que catali zan principalmente reacciones 

de óxido-reducción. De tal manera que el incremento en la relación NADH/NAD+ es 

considerado como sinónimo de una diabetes mal controlada que mimetiza los efectos de una 

hipoxia verdadera sobre las funciones neuronales y vasculares tan importantes en la patología 

de las complicaciones diabét icas, cuyos efectos son mediados por una alteración en el 

metabol ismo de lípidos y un aumento en la producción del an ión superóxido. Otra 

consecuencia del aumento en la relación NADH/NAD+ es la disminuc ión en la di sponibilidad 

del NADPH, la cual afecta en forma negativa la actividad de otras enzimas que lo requieren, 

como la óx ido nítrico sintasa (NOS), la glulatión reductasa (GR), la catalasa y la NADPH 

oxidasa. Algunas de ellas participan en los mecanismos antiox idantes; por lo lanlo, el 

agotamiento de NADPH explicaría en parte la defic iencia de los sistemas antioxidantes en el 

paciente diabético, como el dependiente del glutatión y de la catalasa. Para que el gl ulalión 

realice su acción como principal antioxidante inlracelular en respuesta a ERO, es requ isito 

indispensable que mantenga su forma reducida (GS I-I), por acción de la glu tatión reductasa, 

sobre la forma ox idada (GSSG), 10 que requiere del consumo de NADPH. Por otra parte, la 

act ivac ión de la calalasa lambién depende de NADPH (Díaz-Flores el aL, 2004). 
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V/A DEL SORBlTOL 

SDI"! 
• FRUCTOSA 

NADPH .1 NAIl!> .1 NAD+ NAOH 

Figura 5. Vía del sorbitol. La glucosa es transformada por la acc ión de dos enzimas: la 

aldolasa reduclasa (AR) y la sorbi lol deshidrogenasa (SOH). La primera reduce de fo rma 

irreversib le a la glucosa en sorb itol y la segunda, calali za la transformación de sorbitol en 

fru closa. 

2.- La gli cosilación no enzimática de un gran número de prote ínas ¡ntra y ex tra celulares, con 

la fo rmac ión de productos de glicos il ac ión intermedia y avanzada, por ejemplo la carbox imeti ­

¡isilla y la hidroximcli -li sina (B rownlee, 1995). En este ti po de reacciones, la glucosa es el 

carbohidrato generalmente considerado, Sin embargo, cualquier carbohidrato que posea un 

gru po carbonilo libre como la fructosa y la glucosa-6-fosfalo (o sus derivados), puede 

reaccionar con proteínas, ác idos nucleicos y lípidos para formar productos de glicosi lac i6n 
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avanzada, conocidos como AGE, por sus siglas en inglés (advanced glycation end producls) 

(González el aL, 2000; Ulrich y Cerami, 2001). Este proceso inic ia con la interacción de los 

gru pos carbonilos de carbohidratos con los grupos amino de proteínas, en especial con el 

amino terminal y el E-amino de residuos de ¡isina, dando origen a los productos tempranos de 

glicosilaci6n, también llamados de Amadori o fll.l ctosarnina. A partir de estos productos y por 

cambios moleculares y oxidaciones, se forman compuestos Q-dicarboniJos (a-oxoaldchídos) 

aún más react ivos, como la 3-desoxiglucosona (Niwa, 1999), el melilglioxal y el glioxal, 

conocidos como precursores de los AGEs y que al combinarse simultáneamente con dos 

grupos reactivos de proteínas, forman puentes cruzados muy estables, formando agregac iones 

y pérdida de sus funciones biológicas (Figura 6). La 3-desoxiglucosona se puede formar 

también por la autooxidación de la glucosa (Figura 7) en una reacción catalizada por metales, 

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

y el glioxal deri van de los intermediarios de la gluc6lisis, como el gliceraldehído-3-fosfato y la 

dihidroxiacetona fosfato que se acumulan a consecuencia de la hiperglucemia (Best y 

Thornall y, 1999), cuya concentrac ión se encuent ra elevada en animales con hiperglucemia y 

en el paciente diabét ico. 
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GLUCOSILACJON 

He", NR HC¡NHR I-IC",O 
I I I 

HeOH c=o c= o 
I I I 

II!COII nlCol-I ell] .- \ - \ - \ - -- HOCH - HOCH IIOCI-I 
I I I 

GtUCOSA l HOCH HOCH IIQCtl 
I I I 

I-IC¡OH IIC¡OI"¡ I-IC¡OH 

RASE 1>lO SHIFI' l' AMAUOMI 3-01,0 JI: IG l. l.ICt)lo,()N" 

Figura 6. Glicosilación no enzimálica de proteínas. La interacción del grupo amino de las 

proteínas con el gru po E-amino de los residuos de lisina da ongen a los productos de 

glicosilaci6n temprana o de Amadori . Estos a su vez pueden dar origen a compuestos (1-

dicarbonilos como la 3-desoxiglucosona. el meli lglioxal y el glioxal , aún más reacti vos. 
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Las proteínas modi ficadas por los AGEs pueden encont rarse en el plasma, en el 

compartinücnto intracelular y en la matri z ex lracelular; especialmente en la pared arterial, el 

mesanglio glomerular, las membranas basales glomeru lares, los vasos capi lares sanguíneos, la 

vasculalura retiniana, el cri stal ino, e l peri neurum y las fibras nerviosas mie línicas y 

amiclínicas (Amore el aL, 2004). La acumulación de los AGEs ocurre más frecuentemente en 

proteínas de larga vida como la colágena de di stintos tipos, las de citoesqueleto, la mielina y 

las hi slonas. De esta manera modifican el ensamble del citoesqueleto y la función reguladora 

de la matri z eXlrace lular sobre las células (Díaz-Flores el al. , 2(X)4). Los estudios realizados in 

virro poniendo en contacto proteínas con carbohidratos muestran que la glucación puede 

afectar o no la acti vidad biológica. Dicho efecto debe ser cuidadosamente estudiado con el 

objeto de establecer una relación causa-efecto. Hasta ahora, la di sminución en la acti vidad 

biológica se ha observado en un número reducido de casos, como e l de superóxido dismulasa. 

que desempeña un papel fundamental en los mecanismos de defensa de l organ ismo contra las 

ERO (Cerami et al. , 1987; Okitani et aL, 1984). Los efectos de los AGEs no se restringen 

únicamente a las prote ínas. El DNA es una molécula de bajo recambio (al menos en células 

que no se encuentran en pleno proceso de división), posee grupos amino primarios y se 

encuentra dentro del núcleo celular en contacto con el azúcar reductor ADP-ribosa (Cervanles­

L1urean el al. , 1996), por lo que es un blanco potencial para la fo rmación de AGEs y 

contribuir al incremento de alterac iones cromosómicas y deterioro de la reparac ión, 

replicación y trascri pción del DNA. Dichos cambios genéticos disminui rían la capacidad de 

las cé lulas para renovar sus prote ínas y por lo tanto comprometen la supervivencia del 

organismo (Cerami el al. , 2(00). Adic iona lmente, los AGEs pueden actuar como inductores 

de apoptosis (Brow nlee, 1995; Kancto et aL , 1996; Min el al. , 1999). 
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"/IR. nE INrORMACl1lft 
AaCHIVO HISlONICO 

Figura 7. D urante la autooxidación de la glucosa se forma un radical cnediol que en presencia 

de metales puede dar lugar a la producción del radical hidr6x ilo. 
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3.· Activación de proteína c inasa e 

La acumulación de dihidroxiacetona fosfa to (DHAP) y glucosa-6-fosfalo (G6P) 

promueve la producción de diacilglicerol (DAG) y la subsecuente acti vación de la proteína 

cinasa e (PKC), mismos que también afectan la homeoslasis vascu lar. La PKC pertenece a la 

fami lia de las serinas/treoninas fosfocinas<ls y presenta por lo menos 11 isoformas (a, PI . p2, 

'f,O, E, ~. 11 , e, A y J.I. ), codi ficadas por 10 genes diferentes. Estas proteínas se clasifican en 

cuatro clases: las convencionales o clásicas (a, pi , p2 Y y), las dependientes de ci+ y 

fosfolípidos; las nuevas isoformas independientes de ci+ ($, E, 11 . 8, J.I. ), las atípicas (~ y /..) y 

las independientes de ci+ y fosfolípidos (J .. 1) (Yuan el aL, 2000). El DAG es un act ivador 

natural de PKC y su producción aumenla en las células del endotelio, la retina y los 

gloméru los re nales durante las complicaciones diabéticas en modelos animales y en el 

humano. Las alteraciones celu lares y funcionales atribuidas a la activación de PKC son muy 

variadas y dependen de la función de esta enzima en los mecanismos de transducción de 

señales y en su participación en la regulación de la expresión de diversos genes, incluyendo a 

los de las proteínas de matriz ext racelular (ribronecl ina y colágeno ti po IV), del inhibidor del 

activador del plasminógeno- I (PA I- l) y del factor de crecimiento lrans[ormante p (TGF-P) Y 

su receptor. Su activación induce la expresión de los genes anles señalados en células 

mesangliales en cultivo o en gloméru los de ratas diabéticas. Además, ~l fecta la producción de 

sustancias vasoaclivas, por una parte deprime la producción de óxido nítrico y por otra 

estimula la expres ión de ET- I (Park el al., 2(00), lo que conduce a la disminución del Dujo 

sanguíneo de la retina, los nervios periféricos y el riñón, en un modelo de diabetes 

experimental (Díaz-Flores el al. , 2004). 
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4.- Acti vación de la vía de las hcxosaminas 

La fro elosa vía sorbitol contribuye a la acti vac ión de la vía de las hesoxaminas, debido 

a que la fonnación de la glucosamina-6-fosfato proviene exclusivamente de la fructosa-6-

fosfato y la glulamina, mediante una reacción irreversible catali zada por la glu tamina:fructosa-

6-fosfato amidotransferasa (GFA), enzima que regula la vía. La glucosamina-6-fosfato a 

través de tres reacc iones subsecuentes, finalmente da origen a la UDP-N-acetilglucosamina y a 

la UDP-N-aceti lgalactosamina, que se uti li zan en la formac ión de las glicoprote ínas y los 

proteoglicanos. El aumento del flujo a través de esta vía está relacionado con algunos efectos 

de la diabetes, contribuye en parte a la estimu lac ión de la expresión de genes como los del 

TGF-a , TGF-pl , y PAI- 1. También participa en la inducción de res istencia a la insulina por 

Jípidos O por hi perglucemia, y se ha sugerido que pueden causar modificaciones de l substrato 

del receptor de la insulina (lRS) y de l transportador de glucosa 4 (GLUT-4) a nivel 

transcripc ional, por ad ic ión de residuos de N-aceti lglucosamina, los cua les evitan el proceso 

de fosfor il ación de lRS y por lo tanto se alteran eventos tempranos en la vía de señalización de 

la insulina; por otro lado, la glucosaminilación de G LUT-4 altera su afi nidad por la glucosa, 

di sminuye su actividad, su estab ilidad y modifica su di stribuc ión ce lular, lo cual conduce a 

fall as en e l transporte de glucosa. El enlace que se forma entre las proteínas y la N­

acetilglucosamina es del tipo "O-glicos íd ico" (O-AcG Ic ). Es pos ible que a consecuencia de 

esta unión se alteren los even tos tempranos en la vía de señali zación de la insulina, ya sea en 

forma global o en sitios específicos (Hawkins eL al. , 1997). 

La res istenc ia de ciert os tejidos a responde r a la acción de la insu lina es una 

característica distin tiva de c ie rtas patologías como la DT2. No obstante que los mecanismos 
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celulares y moleculares responsables de este fenómeno no son de l todo entendidos, se ha 

asociado la activac ión de la vía de las hexosaminas con el desarro llo de resistencia a la 

insul ina. Se han propuesto varias hipótesis para traLar de explicar el mecanismo por el cuál la 

activac ión de las hexosaminas induce resistenc ia a la insu lina. Una de e llas gi ra en lomo a la 

glucosamina como responsable de impedir la acción de la insulina al inhibir la fosforilación de 

lRS- 1 (Díaz-Flores el al. , 2004) 

La hi perglucemia es el elemento clave fundamental que desencadena estos 

mecanismos, los cuales son capaces de inducir cambios en la estructura bioquímica tisular, 

provocando alteraciones en las características fi sicoquímicas de estructuras bás icas, que a su 

vez, están relac ionadas con la aparición de complicaciones tardías, características de la 

enfe rmedad. 

Alterno a la producción de ERO vía la respirac ión mitocond ri al, se ha observado que la 

acti vación de la secreción de insul ina dependiente de glucosa causa estrés oxidan te en las 

cé lulas ~ pancreát icas. En presencia de glucosa, la relación ent re las concentraciones 

intrace lulares de ATP/A DP aumenta e induce el cierre de los canales de K+ sensibles a ATP 

(KATP), lo que provoca la despolarización dc la membrana plasmática, la entrada dc Ca2+ 

ex tracelu lar y la activación de la exoc itosis. También se ha observado que el incremento en 

las concentraciones de glucosa disminu ye la concentración de ADP li bre, ésta disminución en 

un intervalo fi siológico puede se r su fi cien te para cerrar los canales de KATI' aún a 

concent raciones constantes de ATP. El decremento de ADP también puede di smi nui r la 

producción de ATP, lo que en su momento incrementa e l potenc ial de membrana mi tocondria l 

y la producción de ERO. Aparentemente esta respuesta es una propiedad exclusiva del 
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acoplamiento estímulo-secreción de las cé lul as ~. De acuerdo con esta hipótes is. la acti vación 

de la secreción de insulina inducida por glucosa tiene una función dual : primero. aumenta la 

secrec ión de insulina y segundo, incrementa e l estrés oxidante. Esto se traduce en que la tasa 

de secreción de insulina podría eventualmente tener efeclos negati vos sobre la propia 

prod ucción de insulina. De lo anterior se puede concluir que al menos 3 estados durante la 

secreción de insulina (aumento del flujo glucolítico, di sminución de ADP y aumento de Ca2
+ 

intracelu lar) pueden exacerbar la formación de ERO, lo cual puede expl icar por qué las célu las 

~ son quizás las únicas que tienen un mayor riesgo de daño por estrés oxidante y apoplosis 

(Fridlyand y Philipson, 2004). L1S células ~ pancreáticas son altamente sensibles al estrés 

oxidante (Marshak et aL, 1999). Además se sabe que la acti vidad de las enzimas antiox idantes 

catalasa y glutatión peroxidasa. es 20 veces más baja en los islotes pancreáticos que en olros 

órganos como el hígado. Los islotes pancreáticos ti enen capacidad antiox idante intrínseca 

muy baja en comparación con otros tejidos como hígado, riñón, músculo esquelético y 

¡ldiposo. Grankvist et aL , (198 1) demostró que los islotes contiene cant idades re lat ivamente 

pequeñas de superóx ido di smulasa CulZn, superóx ido di smutasa Mn, catal aSél y glutatión 

pcrox idasa (GPx). Esto explica el porque los islotes pancreáticos, constitu yen un tej ido muy 

vulnerable al estrés oxidante (Robert son et aL, 2004). 

Si la secrec ión de insulina inducida por glucosa pudiera ser responsable del incremento 

en la prod ucción de ERO en las células ~ . entonces ex iste la pos ibilidad de que la inhibic ión 

de este proceso sea uti lizado por las célu las ~ , como una defen sa contra e l estrés ox idante. Por 

lo tanto, se espera que diferentes age ntes desacoplantes seguramente di sminuyan la 

producción de ERO, la relac ión ATP/ADP y como consecuencia la producción y secrec ión de 
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insulina. 

Olra fuente de ERO la constituye el aumento en la lasa metabólica de los ácidos grasos 

libres, la eua] incrementa e l nujo de energía a través de la cadena transportadora de electrones 

y la producción de ERO en las célu las p. Los efectos adversos de la expos ic ión crónica de las 

células P a concentraciones elevadas de ác idos grasos incluyen la di sminución en la secreción 

de la insulina en respuesta a glucosa (Zhou y Grill , 1994), aheraciones en la expresión del 

gene de la insulina y un incremento en la muerte celular (Lupi el al., 2002). El mecanismo por 

el cual los ácidos grasos alteran las funciones de las células p, hasta ahora es casi desconocido. 

Reciéntemenlc se ha propuesto que en condiciones de hiperglucemia e hiperl ipidemia, la 

acumulación de metabolitos deri vados de la esterificación de ácidos grasos altera la función de 

la célu la p. Este modelo se apoya en estudios rea li zados con islotes pancreáticos de rata en 

cu ltivo, bajo concent rac iones e levadas de pa lmitato en los que se observó una di sminución en 

la expresión del gene de la insulina , únicamente cuando las concentraciones de glucosa 

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

2.3.· Alteraciones en la célula ~ por hipcr gluccmia 

El exceso de glucosa c irculante afecta e l funcionamiento de la célula P pancreática, 

alterando sus rutas de transducción y por lo tanlo su patrón de expres ión génica. Estos eventos 

desembocan a largo plazo en la disfunción de la cé lula p que se manifiesta por defectos en la 

secrec ión de insuli na y e liminación de l tejido endócrino pancreático mediado por mecanismos 

apopt6t icos (Roche, 2(03). En estas c ircunstanc ias, en la que aparecen conjun tamente la 
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res istencia a la insulina en los tejidos diana yel fallo en el funcionamiento de las cé lulas P 

pancreáticas, es que la diabetes tipo 2 se hace evidente. 

En condic iones normales, la cé lula P posee un sistema sensor, que le permite adaptar la 

cantidad de insulina secretada a los ni veles c irculantes de glucosa. Aunque la glucosa es el 

nutriente desencadcnante de esta respuesta, los ácidos grasos y algunos aminoác idos también 

son capaces de regular la secreción de insulina. 

La glucosa puede tener efectos de letéreos o benéficos sobre la célula P. dependiendo 

de la concentración y del tiempo de expos ic ión a esta condición; en otras palabras, si la célula 

está expuesta a hiperglucemia aguda (situac ión fi siológica) o crónica (situación patológica). 

En los casos de hiperglucemia crónica, la glucosa es capaz de modificar directa e 

indi rectamente di versos programas génicos que desembocan en cambios fenotípi cos. Así se 

ha observado en di versos modelos experimentales con animales y de células en culti vo, que 

las concentraciones e levadas de glucosa modifican la expresión de l gene de la insulina 

(Kaneto et al ., 1999) Y del transport ador de glucosa GLUT-2, e inducen la act ivac ión de la 

glucocinasa y de otras enzimas que partic ipan en la glucóli sis, anaplerosis y li pogénesis 

(Roche et al. , 1997 y 1998). Además de estimular la expresión temprana de genes 

invo lucrados en la regulación del ciclo celular como c-myc, c- fos, c-jun entre otros (Susini el 

al. , 1998). En estas circunstancias, la célula rl comienza a expresar proteínas típicas de 

estadios primiti vos de su desarrollo, como la hexocinasa l o la lactato deshidrogenasa-A (Grill 

y Bjorklund , 200] ; Mandrup-Poulsen 200 1). Todos estos cambios se acompañan de 

alterac iones metabólicas y funcionales como defectos en la secreción de insulina, depósi tos de 
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glucógeno, aumento de glucólisis, así como de los procesos anaplerólicos y lipogénicos 

(Roche 2(03). 

La disfunción de la célula P en la diabetes tipo 2, se caracteriza por una disminución 

gradual y progresiva que va desde una fase de poca respuesta al estímu lo por glucosa para la 

secreción de insulina, hasta una segunda fase de hiperproinsulinemia , con un ni vel de 

secreción de insulina fijo. Esta característica puede deberse a una disminución en la masa de 

célu las P y/o a defectos funcionales de las mismas (Kennedy el al. , 2002). 

Bajo condic iones nommles, existe un balance entre la masa ce lu lar pancreática y los 

requerimien tos de acción de la insulina . En la fase prediabética, la res istencia a la insulina 

periférica es compensada por un incremento en la masa celu lar, causado principalmente por el 

estado de hiperglucemia. Sin embargo, durante la hiperg lucemia e hiperlipidemia, el aumento 

de la masa celular no es sufic iente para compensar la resistencia a la insulina. De ahí que la 

pérdida del contro l en el crecimiento y/o muerte de las células ~ sea la clave en la patogénesis 

de la OT 2 (Rhodes 2005). La cé lula ~ cambia en masa y funci onalidad a través de la vida, en 

respuesta a variaciones en la demanda de insulina. La masa de célu las ~ está regu lada por un 

balance entre e l crecimiento (replicación y neogénesis) y la muerte (apoptosis). Así por 

ejemplo, durante la gestac ión la masa de las cé lu las ~ se incrementa hasta un 50% aunado a un 

aumento en la sensib ilidad de la propia célula a la glucosa. La expansión de las células ~ 

también se ha observado en la rata Zucker fa/fa (obesa no diabética), con ev idencias de 

hiperplasia e hipertrofia. La hipertorfia es un mecani smo compensatorio act ivado por el 

incremento en la demanda de insulina, lo cual probablemente ocurre en las cé lu las P que se 
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encuentran en un estado de envejecimiento, que no son capaces ya de dividirse; este evento 

involucra inhibidores de cielinas. que interfieren con e l progreso norma l del c iclo celular. Sin 

embargo, cuando los mecanismos compensatorios de la célula 1), para enfrentar la res istencia 

y/o la demanda de insulina se han agotado, la di abetes tipo 2 resulta inminente. Así se ha 

podido demostrar en estudios post mortem, que una reducción de hasta el 60% de la masa de 

células P se presenta en pacientes con DT2 (Weir el al. , 2(0 1). 

Las manifestac iones tempranas de alteraciones en la función de la célula p incluyen 

una respuesta brusca y retrazada a la glucosa, irregularidades temporales en los pulsos y 

oscil aciones de sec rec ión de insuli na y pérdida de l acoplamiento entre los pu lsos de sec rec ión 

de insuli na y los niveles de glucosa. La diabetes también cstá asociada con alteraciones en la 

conversión de proi nsulina a insulina. o ri ginando que, la concentración de pro insulina 

circulante sea mayor que la de insulina en personas con diabetes comparada con las sanas 

(Kennedyet aL, 2002). Recien temente se ha propuesto que las aberraciones en la secreción de 

insulina podrían estar relacionadas al menos en parte con osc il ac iones en las concentrac iones 

de Ca2
-+ cilosó lico, en respuesta a la sobre estimulación de las cé lul as ~ . En un estudio 

reali zado con islotes pancreáti cos de humano c n condic iones de hiperglucemia, se observó un 

aumento en las concentrac iones c itosólicas de ci-+, e l cual se mantu vo aú n después de 

normali zar la glucosa (Grill y Bjorklund, 2(0 1). El aume nto persistente de Ca2
+ puede tener 

efectos negati vos sobre el metabolismo ce lular, como la d isminución en el consumo de 

glucosa y del pOlencial de mc mbrana mitocond ri al, además de acti var enzimas relacionadas 

con la inducción de muerte celu lar por apoptosis, lo que conduce a un deterioro funcional 

irreversible de la cé lula ~ (Duchen , 20(4). 
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2.3.1.- Resistencia a la Insulina : 

La DT1 generalmente resulta de resistencia a la acción de la insulina sobre la entrada 

de glucosa, alleraciones en el metabolismo de lípidos y carbohidralos en el tej ido periférico y 

aJteraciones en la secreción de la misma. Los defectos en la acción de la insulina 

nonnalmente preceden al desarrollo de la hiperglucemia y el incremento inicial en la secreción 

de insulina compensa el estado de resistencia a la insulina. Esto puede deberse a una mayor 

secreción de insulina por las células o como ha podido observarse en los roedores, a un 

incremento en la masa de células ¡J, ya sea por replicación de células ex istentes o bien por 

neogénes is a partir de cé lulas precursoras en el epitelio ductual pancreático 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, e l aumento de insulina no basta para normali zar la glucosa y 

el resultado es una hiperglucemia discreta tras la ingestión de carboh idratos en las primeras 

fases de la enfermedad; en las etapas finales de DT2, las células ~ son incapaces de producir 

suficiente insulina para evitar la hiperglucemia. El músculo esquelético y el hígado son los 

6rganos diana para la acci6n de la insulina y son responsables de mantener la homeostas is de 

la glucosa y, por lo tanto, la transición al estado de resistencia a la insulina conduce ,) muchas 

de las alteraciones en el metabolismo de la glucosa en pacientes diabéticos. Asi que una 

mejoría en la respuesta a la insulina reduce el riesgo de contraer DT2 (Lowell y Shulman, 

2(05). 
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Cualquier alteración metabólica que promueva la acumulación de ácidos grasos en el 

hígado y/o en músculo y/o cualquier defecto en la capac idad de estos órganos para melabo lizar 

los ácidos grasos puede resultar en res istencia a la insulina (Lowell y Shulman, 2005). Por lo 

que se considera a la obesidad como la causa principal que desencadena el estado de 

resistencia a la insulina. Sin embargo, muchos ind ividuos obesos con resistenc ia a insulina 

severa no desarrollan diabetes y en estos indi viduos, las cé lulas P pancreáticas se adaptan para 

responder a la demanda de insulina (AncHo el aL, 2002). Esta adaptación invo lucra la 

expansión de la masa celular, así como el mantenimiento de las célu las con respuesta normal a 

glucosa. Por el contrario, en individuos con DT2 las células ~ no secretan cantidades 

suficientes de insulina para compensar la demanda. Esta falla es causada por una expansión 

inadecuada de la masa de células P y/o a una respuesta ineficiente de las célu las ex istentes. 

Muchos estudios han demostrado que en las pe rsonas con DT2, las cé lu las P no son sensib les 

a glucosa y por ello no liberan cantidades adecuadas de insulina. La sensib ilidad a glucosa 

requiere un metabo lismo mitocondrial ox idante que produzca cantidades sufi cientes de ATP 

para acti var el mecanismo de señali zac ión necesario para la secreción adecuada de insuli na. 

Aunque la secreción de insul ina está regulada también por otros estímulos que funcionan fuera 

de esta vía, es claro que e l metabo li smo oxidante mitocondrial es central para la secreción de 

insulina (Lowell y Shulman, 2(05). Dado e l papel central de la mi tocondria en la sensibilidad 

de la glucosa, es posible que, análogo a lo que se observa en cé lu las de múscu lo, la 

disminución en la función mi tocondria l de las células p, predisponga a la di sfunción de estas 

cé lulas y al desarro llo de DT2. 
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La disfunción en la célula ~ se considera una consecuencia de la exposición crónica a 

concentraciones elevadas de glucosa y de Ifpidos. características de resistencia a la insulina y 

obesidad. La obesidad es la causa más común de resistencia a la insulina en el humano. En 

sujetos obesos, los niveles de insulina lipicamente aumentan para mantener la tolerancia a la 

glucosa nonnaJ . La hiperinsulinemia asociada con res istencia a insulina resulta de la 

combinac ión de un aumento en la secreción y una reducción en la tasa de consumo de 

insulina. Como resultado, más insulina se secreta por e l aumento en el ni ve l de glucosa; lo 

que representa la ex tensión de la adaptación de las células p, para mantener la tolerancia 

nonnal a la glucosa. La hipersecreción compensatoria de insulina en los estados de resistencia 

a la insulina se debe a expansión de la masa de cé lulas P y a las alteraciones en la expresión de 

enzimas claves para el metabolismo de la glucosa. Las ratas diabéticas Zucker no son capaces 

de incrementar la masa de células P y afrontar la resistencia a la insulina, debido a un aumento 

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

2.3.2.- Apoplosis de la cél"l" ~ 

Existen ev idenc ias sufic ientes de la partic ipación de la apoptosis en la e liminac ión de 

las células P pancreát icas durante los estados crónicos de la hiperglucemi<t (Donath et 

al. , 1999; Evans et al. , 2002). Durante los estados iniciales de la hi perglucemia hay una 

reducción en el número de cé lulas P pancreáti cas, las cé lu las restantes incrementan su 

sensibilidad a la g IUCOS:'1 y aumentan la producción y secreción de insulina para prevenir la 

hiJX:rglucemia en ayuno (Maec hler et al. , 1999). Poste riormente durante los estados crónicos 
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de la hiperglucernia, se agota la capacidad de respuesta de las células P yen un tiempo no muy 

largo mueren por apoptosis 

El aumento compensatorio en la secreción de insulina en e l estado de resistenc ia a la 

acción de la insulina, se debe a la expansión en la masa de células P y a las alteraciones en la 

expresión de enzimas clave para el metabolismo de glucosa. Las ratas obesas Zucker no 

incrementan adecuadamente la masa celu lar durante la resistencia a la insul ina; esto 

aparentemente, no se debe a fal las en la proliferac ión, sino más bien a un aumento en la tasa 

de muerte de las células p, presumiblemente por apoptosis (Roche, 2(03). 

Reciéntemente se ha demostrado que la insulina regula vías de señalización 

importantes para la preservación de la función normal de las células p, lo que aumenta la 

posib ilidad de que la resistencia a la insulina en las célu las p, se desarro lle al mismo tiempo 

que en músculo, tejido adiposo e hígado, lo que podría contribui r directamente a la di sfunc ión 

de la cé lula p (SatieJ et aL, 2(0 1). Los islotes muestran una reducción en la trascripc ión de l 

gene de inslllina, lo que puede deberse en parte, a una disminución en la acción de la hormona 

en este tejido, lo que indica que la activación del gene de insulina es un efecto importante de la 

insulina (Be ll y Polonski, 200 1). 

En condiciones de hiperglucemia , las cé lulas p presentan un incremento en la 

expresión de genes y proteínas proapoptót icas como Bad, Bid y Bik (Oonath, 1999; Mathi s el 

al ,. 2(0 1), aumento de la expresión de Fas y activac ión de caspasas 8 y 3, eventos que 

correlacionan con la fragmentación oligonucleosomal del ONA (Thomas, 2002). Otro estudio, 

reali zado para evaluar los cambios en la expresión de genes de est rés, que acompañan la 

hi pertrofia de las célu las P en ratas pancreotomizadas durante 4 semanas, demostró un 



... ftl XUCHIMllCO SERVICIOS DE INFORMACIDft 
.,.,.. ARCHIVO HIS10RICO 49 

aumento marcado en la expresión de genes antioxidantes como: hemoox igenasa 1, glutatión 

pcroxidasa y el gene antiapoptótico A20, cambios sutiles en la expresión de la super6xido 

dismutasa y disminución de BcI-2. Otros genes no mostraron ningún cambio (catatasa, 

proteínas de choque ca lórico 70 y p53), por lo que concluyen que la adaptación de las células 

P a la hiperglucemia incluye un aumento en la demanda de secreción de insulina y de la 

expres ión de genes que protegen del estrés, lo que puede contribuir a la supervivencia de las 

células P hipertrofiadas (Laybull 2002). Estos estudios apoyan la idea de que las vías de 

señaJización que conducen a la apoplos is de la célula p, pueden estar locali zadas en la 

mi tocondria (Mathis, 200 1). 

El estrés ox idante generado en la mitocondria, durante la hiperglucemia a través de las 

vías antes mencionadas, se reconoce como un fac tor primordial que contribuye al desarrollo de 

varias de las complicaciones diabéticas, dado que el aumento de ERO es capaz de dañar 

muchos componentes celulares incluyendo el DNA y desencadenar la muerte celular. El 

tratamiento de ratones dbldb diabéticos y no diabéticos con antioxidantes disminuye de 

mancra importan te la tasa de apoptosis en las células ~ (Kaneto et al., 1999; Donath et aL, 

1999; Maechler el al., 1999). 

Las ev idencias más convincentes sobre la participaci6n de apoptosis en la eliminac i6n 

de cé lulas ~ en DT2, se tienen con experimentos reali zados en gerbos Psammomys obesus, los 

cuales no desarro ll an la enfermedad de forma natural, pero sí por dieta. La enfe rmedad 

comIenza con un estado de resistencia a la insu lina que se caracteri za por tener 

hiperinsu linemia, que en algunos casos logra mantener la normoglucemia , pero normalmente 

teonina en hipoinsulinemia y por lo tanto en hiperglucemia. Durante el desarrollo de la 



50 

hi pcrglucemia, se observa un incremento en la apoptosis, que culmina en daño severo en la 

arquitectura del islote. Este incremento en la muerte de la cé lula ~ puede resullar de la 

hipergluccmia, como sugieren los estudios in vifro de islotes de gerbos cultivados con 

concentrac iones altas de glucosa (Donath e l aL, 1999). 

Estudios realizados en ratas Zucker obesas diabéticas (fa/fa) demuest ran que el 

contenido de ác idos grasos libres (AG) en los islotes es 100 veces más aJ to que en animales 

delgados y proponen que pueden estar involucrados en la tasa de apoptosis. El cultivo de 

islotes pancreáticos de rata Zuckcr prediabética con AG libres ( 1 rnmoUI), mostró un aumento 

de hasta 4 veces en el Índice de apoptosis; mismo que se asoc ió con un incremento de 

ceramida. Por oLro lado los AG li bres también inducen un aumento en la expres ión de la 

óx ido nít rico si ntasa (NOS) y de óxido nítrico (NO">, los cuajes también son inductores de la 

muerte por apoptosis (Ceriello el aL, 2002). La apoptosis de forma fi siológica también puede 

se r ind uc ida por otras proteínas COIllO p53, esta proteína es un regulador muy importante de la 

proli feración y muerte celular. 

2.4.· La proteína pS3 

p53 pertenece a la fa mili a de factores de transcripción formada por al menos dos 

miembros adicionales, p73 y p63. Aunq ue todos comparten una sustancial homología de 

secuencia. sus func iones y regulación son di fe rentes. El gene de p53 se loca li za en e l brazo 

corto del cromosoma 17 (J7p I.3) en humanos y está const ituido por 11 exones, de los cuales 

el exón I contiene una secuencia no·codificante, en el exón 2 ex isten dos sitios putativos de 
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inicio de la transcripción y el exón 1I contiene el codón de terminac ión y una gran secuencia 

no codificante (Figura 8). Este gene da lugar a una proteína de 393 aminoácidos con tres 

dominios funcionales: un dominio am in o ~ t e r mjnal (N-), implicado en la acti vación 

transcripcional (residuos 1-70) y donde se localiza una sub-región rica en aminoácidos que 

contiene 5 copias de la secuencia de PXXP (residuos 20-97); un domin io central que con tiene 

la zona de unión al DNA específica de secuencia y constituye la región más conservada de la 

proteína (res iduos 100-300), presentando una estructura de dos hojas beta y un átomo de zinc 

que estab ili za la estructu ra; y el dominio carboxi lo-lcrminaJ (C-) que está constitu ido por una 

reg ión flexible (residuos de 325-356) y un extremo básico (363-393). En estado de latenc ia de 

p53, la región e-t.erminal se pliega sobre el domin io central de la molécula y evita su unión al 

DNA (Linzer y Levine , 1979; Maclachlan el 01 1. , 1999). 
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Figura 8. Estructura de P53. La proteína p53 comprende 393 aminoácidos con tres domin ios 

funcionales, el dominio N-terminal que partic ipa en la act ivac ión Lransc ri pc ional (residuos de l 

1-70) Y donde se locali za una sub-reg ión rica en prolinas (PXX P), un domin io central de unió n 

al DNA (DBO) (lOO a 300 aa) y un domin io carboxi lo terminal (e-), constituido por una 

región Oexible (CTD) (325-356) y un ex tremo básico (363-393). En estado de latencia la 

región e-terminal se pliega sobre el dominio central de la molécula y evita su unión al DNA. 

TA: activac ión transc ri pciona l; P: sitio de fosforilación; A: sitio de acetil ac i6n; NLS: sitio de 

tetramerización. 
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2.4.1.· Regulación de la expresión de p53 

En cond ic iones fisiológicas, la proteína p53 se expresa de manera ubicua y se 

encuentra en forma latente llegando, en algunos ti pos celulares , a ni veles de expres ión 

¡ndetectables por técnicas inmunocitoquímicas o por "Weslem Blo1" , Por e llo se postuló que 

p53 no es esencial para un correcto funcionarnjento de la célu la. Los ni veles de expresión, y 

con ello la acti vidad de p53, están regulados bajo un estricto conlrol, resultando una proteína 

muy lábi l con una vida media de pocos minutos (en algunos tipos celulares cercana a 15 

minutos). La proteína p53 inactiva presenta una locali zación difusa a lo largo de toda la 

célula, en el c itoplasma aparentemente se encuent ra unida a otras proteínas como Pare, que 

impide su desplazamiento hacia el núcleo (Nikolaev, 2003). 

Los nive les de la proteína p53 experimentan un aumento rápido en respuesta a 

diferentes estímulos entre los que destacan: el daño direclo al DNA (ruptu ras de fi lamentos 

simples y dobles). la di sminución de ribonucle6tidos. la hi pox ia, el choque térmico, la 

exposición a mon6x ido de nitrógeno y las radiaciones gamma y ult ra vio leta (Simbullan­

Rosenthal el 1.1 1. , 1998). Este incremento se debe principalmente a mecanismos post­

traduccionaJcs, de forma que cambios en la transcri pción desempeñan un papel menor, aunque 

no irrelevante. En células donde el genoma se encuentra seriamente dañado, resulta muy 

ventajoso el hecho de que no exista necesidad de transcripción de 1/0VO del mensajero para la 

proteína, sino que se vea incrementada su vida media por mecanismos post-traduccionaJes. 

Estas modificaciones post-traduccionales. como fosforil ac ión, desfosfori lac ión, aceli lación, no 

sólo aumentan la vida media de la proteína sino que regulan su act ividad biológica. Así, la 

fosfori lación de res iduos en las regiones amino y carboxi-Ie rminal de p53 juega un pape l 

decisivo en la fu nción final de la proteína. La caseína c inasa I (ser6 y ser9) y JI (ser392) , 
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ONA-PK (serl 5 y ser37), ATM (serI5), COK-aclivadora cinasa (CA K; ser33), cdk2 y cdc2 

(serJ I5), PKC (scr378) son parte de una li sta de cinasas que poseen entre sus sustratos a p53 

(It.o el al ., 2004). La acclilaci6n de algunos res iduos de lisina (320 y 382) fac ilita la unión de 

p53 al ONA. Por otro lado, la estabilidad de la proteína p53 puede ser regulada dependie ndo 

del estado redox y fármacos oxidantes o que lanles de metales alteran la conformación natural 

y de alguna manera disminuyen o neutrali zan su capacidad de unirse al DNA. 

Así mismo, p53 puede inhibir su propia síntesis uniéndose a su propio RNAm. L1 

secuencia específica de unión al DNA. unida a la actividad de p53 constitu ye una 

retroalimentación negati va a través de la inh ibición del domin io e-terminal. En situaciones de 

estrés hay un aumento en la unión de p53 al DNA, incrementando así su act ividad bioquímica 

y biológica (Hupp el al. , 1995; Merino y Gordon, 1998; Malanga el al. , 1998). 

2.4.2,· Degradación 

La rápida disminución de los ni veles de proteína p53 se ll eva a cabo, en su mayor 

parte, a través de la vía de ubiquitina-proteosoma, aunque también inte rvienen otras enzimas 

proteolíticas como son las ca lpa ínas. Tres son los sistemas que preparan a p53 para su 

ubiqui tinación: i) la cinasa JNK que en respuesta a daño al DNA en la fase GO del cic lo ce lular 

fosforila p53 en Thr 8; ii) el señalosoma COP9 (CSN) que fosforila la Thrl 55 y res iduos 

cercanos, y iii ) qui zás el más import ante. la proteína MDM2 (del inglés, murine double minute 

2) que es la encargada de di rigi r la translocación desde e l núcleo a l citoplasma (Bech-Otschir 

el al. , 200 1). El oncogene mdm2 codifica una fosfoproteína de 90 KDa que actúa como una 

enzima E3 ubiqu iti na prote ína ligasa, una de las enzimas involucradas en el marcaje de la 
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proteína p53, debido a su capacidad para interaccionar con e l ex tremo amino Icnninal de p53 

(Figura 9) (Honda el aL, 1997). La proteína mdm2 también participa en la estabi lizac ión de 

p53 en los procesos mediados por la proteína p1 9ARF. La proteína p l9A RF secuestra a la 

proleína rndm2 en el nucleolo, impidiendo que acceda al nuclcoplasma donde interaccionaría 

con p53 Y de esta manera 1'53 permanece acti va durante más tiempo (Haup! el aL, 1997). 

Aunque también se postula que p l9ARF puede inhibir la acti vidad ubiquitina ligasa de mdm2 

sin que sea necesaria la traslocaci6n al nucleolo. La vida media de 1'53 se encuentra también 

modulada por e l grado de fosforilaci6n. Una di sminución en la fosfori lación incrementa el 

grado de degradación, como la que Ijene lugar en la mUlac ión de serina por alanina en la 

posición 15 Y la fosforilación en el exlremo N-Ierminal quc inlcrfi ere cn la inlcracción p53-

mdm2 aumentando su eSlab ilizaci6n (Siliciano el al., 1997). 
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Figura 9. Dive rsas modificaciones de tipo postradll ccional son necesarias para la regulación de 

p53. Por ejemplo la fosfori lac ión de algunos res iduos se C[CC es necesaria para su act ivación y 

su interacción con rndm2 es esenc ial para su degradación. 

2.4.3.- La proleína p53 en el ciclo celula r. 

Como se ha mencionado antes, la función de p53 es inhibi r el crecimiento celular, ya 

sea promoviendo la detención del ciclo ce lular o la muerte. 

La proteína p53 part icipa en el control del ciclo celular a nivel del punto G l/S evitando 

la enlntda premat ura en la fase S debido a que p53 ac túa como un activador transcripc ional de 

genes específi cos como: p2 1, ret inoblaslOrna, E2F, PCNA y GADD45 (Figura 10). Así 

mismo, p53 interviene en procesos de reparac ión del daño grac ias :l la modulación de la 

prolcín:l PCNA (de l inglés Proliferati ng Cell Nuclear Antigen) que de nola replicación de l 
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DNA . p53 inhibe la actividad de esta enzima por dos mecanismos, uno mediado por p2 1 que 

fo rma un complejo con peNA y la inhibe o induciendo la sobreexpresi6n de GADD45. El 

GADD45 además de uni rse a peNA, regula la transcri pción de la subunidad R2 de la 

ri bonucle6t ido reductasa, enzima esencial para la síntesis y reparación de l DNA, y de genes 

di rectamente imp licados en la reparación de DNA ; en concreto ell la reparación por escisión 

de l1ucleótidos. 

Reprimo 

s 

.t 
MOau· 

Figura 10. p53 Y su parl ic ipaci6n en la regulación de l c iclo ce lul ar. La prote ína p53 activa 

varios procesos Illcdimue su pape l COIllO ractor de transcri pción. El proceso más importante 

que conduce a la inhibic ión del ciclo celular en G I está determinado por la acti vac ión de p2 1 

(inhibidor del ciclo celu lar) que ev ita que las células continúen a través de G l . La acti vac i6n 

de GADD45 está relacionada con e l mantenimiento de la estabilidad del genoma. 
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2.4.4.- La proteína pS3 y apoptosis 

Cuando la cé lula es incapaz de subsanar e l daño en e l DNA, con la fina lidad de ev itar 

que dicho daño pase a las cé lu las hijas, p53 acti va rulas de señaJización que conducen a su 

muerte. Entre estas situaciones se encuentra el daño grave sobre e l DNA, los factores de 

supervivencia celular limi tados o un oncogen acti vado que obliga a la cé lula a reali zar el ciclo 

replicati vo. Los mecanismos por los que p53 induce muerte ce lular siguen siendo un en igma, 

y se ha poslUlado que p53 puede partic ipar tanto de una fOfma di recta como indi recta en 

dichos procesos, habiéndose descrito situac iones donde es necesario la transc ri pc ión de nuevos 

genes y otras donde no. Entre estos destacan miembros pro-apoptóti cos de la fami li a de Bel2, 

como bax, NOXA y PUMA Y los dcnominados genéricamente como "p53 induced Genes" 

(PIGs), algunos de los cuales partic ipan en procesos de ox idac ión ce lular y en la expresión de 

receptores de mUC11e, como CD95 (Fas/A PO·!), OR5 o PIDO (Colman el al. , 2000). La 

regulación de los procesos de apoptosis por p53 es muy fin a y la acti vac ión transc ri pc ional de 

estos genes de apoptos is regul ados por unión de p53 en su región promotora no es idéntica 

para todos. Dependiendo del grado de acti vación de p53, éste es capaz de inducir unos u otros 

genes reguladores. Por ejemplo, la fosforil ación de las se rinas en las pos iciones 6, 9, 15,20 y 

37, por ci nasas como ATM, DNA PK o Chk2, en respuesta a daño celular, regula la expresión 

de genes asociados con b reparac ión o con la regulación del c ielo ce lular, mientras que la 

fosforil ación de la se r46, por las c inasas p38aMAPK o HI.PK2 con tribu ye a la acti vación de 

genes apoptóticos ( 110 et al., 2004). P53 puede también regular los procesos de apoptosis a 

través de mecanismos independ ientes de transcripc ión (Shaw et al. , 1992). En experimentos 

en los que se inhibe tan to la transc ri pc ión como la síntesis de proteínas, p53 puede induc ir 

apoptosis (Cae lles el aL, 1994). Los mecanismos de regulación de p53 no transcripcionales se 
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han asociado a su capacidad de interacción con otras proteínas que pueden modificar su 

función. Entre éstas se encuentran proteínas virales como la del adenovirus Ad El B 55kD. o 

del virus de la hepatitis HBY X, o la in lCnlcción con securina, prote ína responsable de la 

correcta segregación cromosómica, todas ellas inhiben las func iones de p53. Pero no todas las 

prOle ínas que interacc ionan con p53 inhiben su función, ASPP l y ASPP2 (del inglés 

Apoptosis-St imulat ing Protei n for p53) interaccionan con p53 e intensifican específi camente 

su función inductora de apoptos is. Las ASPP intens ifican la unión de p53 al DNA 

favoreciendo así su función de transactivación de genes proapoptóticos ;11 vivo (Fernández­

G6mez e l nI., 2004). 

Estudios recientes indican que las espec ies reactivas de oxígeno son mediadores de la 

apoptosis dependiente de p53. Una serie de genes llamados PIGs (genes inducidos por p53), 

(Colman et al., 2()(x), con ac tividades oxido- reductoras. han sido ide ntifi cados en célu las 

apoptóticas de carcinoma colorecla l. El aislamiento de los genes PIGs sugiere fuertemente 

que el daño ox idante de la mitocondria es de gran importancia en el control de la muerte 

apoptótica inducida por p53 (Mebmer et aL, 1994; Marchenko et aL, 2000). 

Adiciona lmente, ex iste n otras ev idencias donde se apoya la partic ipac ión de p53 en la 

apoptosis de manera independiente a su función como fac tor transcri pcional. Los grupos de 

Marchenko el aL. (2000) y de Schu ler et al. , (2000), por separado, investigaron la posibilidad 

de que, ade más de sus funciones como fac to r lransc ripcional, p53 pudiera participar como 

regu lador de las funciones de los orgánu los celulares. Se observó que después del estrés 

causado por hipoxia o bien por daño en el DNA, la proteína p53 se tras lada hasta la me mbrana 

ex terna mitocondrial al inicio de la apoptosis dependiente de p53, efecto que no se observó 

durante la apoptos is independiente de p53 y/o durante la detención del c iclo celular (Sansome 
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el al. , 200 1; Marchenko el aL, 200 1). La localización de p53 en la membrana mitocondrial y 

los cambios observados durante la inducción de la apoptosis por p53 son precedidos por la 

acti vación transcripcional de vari as oxido-rcductasas y la producción de ERO (Donahue e l aL , 

200 1). También la proteína p53 induce un incremento transitorio del potencial de membrana 

mitocondrial seguido de una disminución del mismo, este proceso no involucra la 

translocaci6n de Bax ni la activación de Bid o la li beración de c itocromo e (Li , 1999). Con 

estos trabajos se apoya el papel de la prote ína p53 en la señal izac ión mitocondrial que 

constituye un punto estratégico en la cascada de muerte (Marchenko el aL, 2(X){); Schuler el 

aL , 2(}(x). La regulación del potencial de membrana mj¡ocondrial y de la producción de ERO 

por este orgánulo, pueden constituir una vía importante para la apoptosis inducida por p53, por 

esta razón, se ha propuesto una vía de seña li zación directa de p53 que invo lucra a la 

mitocondria y que puede <lctuar de manera sinérgica con su acti vidad transcripcional y de esta 

manera amplificar su potenc ial apoptólico (Marchenko el al. , 2000). 
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3.· PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El origen del estrés oxidante en las cé lul as P por hipcrglucemia se atribuye 

principalmente a la reducc ión monoelectrónica del oxígeno molecular, por los e lec trones 

transportados en la cadena respiratoria mi tocondrial, lo que resu lta en la producción de 

especies reacti vas de oxígeno (Sakai el aL, 2(03). Sumado a esto, el aumento de Ca2+ 

intracelu lar necesario para la exocilosis de la insulina también contribuye a la formación de 

ERO. Estas moléculas se proponen como responsables de la di sfunción de las cé lulas P y de 

las alteraciones en la síntesis y secreción de insulina (Marshak el aL , 1999), así como de la 

acumu lac ión de metabolitos altamente reacti vos capaces de unirse a proteínas y generar estrés 

oxidante (Nishikawa el al., 2000). 

Diversos estudios han demostrado que la apoptos is de las cé lulas B pancreáticas ocurre 

como consecuencia de hi perglucemia crónica e hi perlip idemia, característi cas de DT2; lo que 

sugiere que en esta enfermedad, la capacidad de adaptación de las célu las P pancreáticas para 

afrontar los estados de res istencia a la insuli na, se encuentra di sminuida. En contraste con la 

alteración en la secreción de insulina por hi perglucemia aguda transitoria, la exposición 

crónica a aJtos ni veles de glucosa induce disfunción y apoptosis de las células p, fenómeno 

conocido como "glucotoxicidad". 

Las células B pancreáti cas son muy sensibles al estrés oxidante (Grankvist, 198 1). 

Estudios in vifro han demostrado que las ERO producidas a través de las reacciones de 

gli cos ilación no enzi málica inducen apoptos is en las células p, y que e l tratamiento con 

ant ioxidan tes di sminuye e l índice de célu las muertas por hiperglucemia (Donath et al. , 1999). 

Las ERO son capaces de dañar muchos componentes celulares incl uyendo el DNA. Estas 



62 

alteraciones en el DNA resu ltan en la ac üvación de los mecanismos que detienen el ciclo 

celular en puntos específicos, presumiblemente para dar tiempo a que el daño sea reparado. 

Entre las proteínas que se activan como consecuencia de daños en el ONA se encuentra p53, 

que regula la detención del crecimiento y/o la inducción de la muert e celular a través del 

mecanismo de apoptosis. Estudios recientes indican que las ERO son mediadores de la 

apoplosis dependiente de p53. Una serie de genes llamados PIGs (genes inducidos por p53), 

con funciones óxido-reductoras, han sido identificados en células apopt6ticas de carcinoma 

colon-reclal (Polyak el al., 1999). Adicionalmente, la locali zac ión de p53 en la membrana 

milocondrial externa (Eums y EI-Deiry, 1999) y los cambios observados durante la inducción 

de la apoptosis por p53, son precedidos por la activación lrasc ripc ional de varias óxido­

reductasas y por la producción de ERO en mioci tos (FiordaJi so et al. , 200 1). Estos eventos 

permi ten sugerir que el estrés oxidante, generado por el aumento de anión slI peróxido, por la 

cadena transportadora de electrones mitocondri al durante la hiperg lllcemia, es de gran 

importancia en la inducción de muerte apoptótica en células p y que la vía de inducc ión 

posiblemente involucre la acti vación y movi li zac ión de la proteína p53 hasta la mitocondria. 

Hasta ahora se sabe que la muerte de las cé lu las P ocurre a través del proceso de apoptosis. 

Sin embargo, los mecanismos precisos se desconocen. Por lo que las investigaciones 

encaminadas a esclarecer los mecanismos que regulan la muerte de las células p, así como la 

gencración de conoci mientos que nos ayuden a comprender la patogenia de la DT2 permiti rá a 

su vez, proponer tratamientos alternativos di rigidos a bloquear las vías de sefíali zación que 

conducen a la mucrte dc estas cé lulas. 
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4.· HlPOTESIS 

La hiperglucemia produce alteraciones mitocondriales en las células de insulinoma y una 

elevada producción de especies reactivas de oxígeno que conducen a la muerte por 

apoptosis, vía activación de p53. 



5.1.- OBJETIVO GENERAL 

Demostrar que las células de insulinoma mueren por apoplosis. como consecuencia del 

aumento de especies reac ti vas de oxígeno milocondriales inducido por hiperglucemia. 

64 
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5.2.- OBJETIVOS PARTICULARES 

Demostrar que la hiperglucemia induce apoptosis en las cé lulas de insulinoma. 

Evaluar la producción de radicales li bres de oxígeno mitocondriales inducidos por 

concentraciones allas de glucosa 

Estudiar los cambios en la permeabi lidad mitocondrial y la liberación de citocromo e en las 

cé lulas de insulinoma cu ltivadas con concentraciones altas de glucosa. 

Determi nar la localización de p53 en las células de insulinoma culti vadas en un medio con 

concentraciones altas de glucosa. 
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6.· MATERIAL Y MÉTODOS. 

Reactivos 

El medio de culti vo RPMI 1640, la solución balanceada de Hank, tripsina, EDTA, 

carbonylcyanide-m-cloropheny l-hydrazone (CeCP) se obtuvieron de Sigma chemical Co. (St. 

Louis, MO); el suero fetal bovino, L-glutamina de GrnCO (Carl sbad, California); e l l e- ! 

(5,5' ,6,6 ' -tetrachloro- I, 1 ',3,3' -tetraethylbenzimidazolcarbocyanine iodide) de R&D syslems 

(Minneapolis, MN); dichlorofluorescein-diacctalc (DCFH-DA) de Molecular Probes Europe 

(Leiden. Netherlands); Anexin-V Fluos de Roche Applied Science (México, D.F.). Los 

anticuerpos anti p53 (pab 240) y anti ci tocrolllo e (H- I04) de Santa Cru z Biot.echnology, Ine. 

(Santa Cru z, Californ ia). Las membranas sequi-blot (PVDF) y los marcadores de peso 

molecular se obtuvieron de Bio-Rad (Hercules CA). Otros reactivos grado analítico se 

obtu vieron de E. Merck (Darm StadL Gcnnany). 

Culti\'o cellll~tr 

Las células RINm5F se culti varon en medio RPMI- I640 suplementado con suero fetal 

bovino al 10% (v/v), inact ivado por ca lor (30 min a 50° con agitación manual cada 5 min), 2 

mM de L-glulamina, I mM de piruvato de sodio; 20 ~ g gentamicina y 23.8 mM de 

bicarbonato de sodio en una atmósfera húmeda a 37°C y 5% de COz. El cu lti vo se mantuvo a 

dos concentraciones de glucosa II y 30 mM . Como un control de osmolaridad se adicionó 

manitol a una concentración de 25 mM. 

Cuando las cé lulas alcanzaron 75% de confluencia, se despre ndieron con 5 mi de 
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(fipsina al 0.025% - EDTA 2 mM y se recuperaron por centrifugac ión por 5 min a 250 x g a 

4°C. El botón celular se resuspendió con RPMI 1640 suplementado y se lomó una alícuota 

para cuantificar e l número de células y veri ficar su viabilidad, esto último se reali zó mediante 

la prueba de exclusión de azu l (ripan. Esta técnica se basa en que las células muertas 

incorporan el colorante debido a cambios en la penneabilidad de su membrana c itoplásmica. 

Posteriormente, se procedió a resembrar las cé lu las para aplicar los tratamientos. Con este 

propósito se colocaron 2.5 x 106 células en cada botella de 75 rnm2, con 10 mi de RPMI 1640 

suplementado, al día siguiente se les cambió e l medio y al segundo día se adicionaron los 

tratamientos, como se indica más adelante. 

Determinación de la muerte celular por apoptosis 

Citomet ría de Flujo 

Las cé lu las se desprendieron con PBS-EDTA 2 mM, BSA 0. 1%, se lavaron con PBS 

por centrifugación a 250 x g durante 5 minutos y se resuspendieron en amortiguador de unión 

(Hepes 10 mm, pH 7.4, NaCl 140 mM, CaCh 5mM), para tener una concentración celular de I 

x 106 células por mililitro. Se tomaron 100 ~I de esta suspensión y se les ad ic ionaron 20 p i de 

anexina V-Fluos (conj ugada con isotiocinato de nuoresceína) ( 10 pglml ) y 20 ~I de ¡oduro de 

propidio (50 ~glmJ) . Las muestras se agitaron en vortex y se incubaron dunmte 15 min a 

temperatura ambiente y en ausencia de luz. Posteriormentc sc ad icionaron 400 ~I del 

amortiguador de unión y se procedió al análisis en un c itómctro de nujo FACSort (Bccton 

Dickinson SystClll, San José, CA). Se adquirieron y anal izaron 10,000 células por cada 

tratamiento. 



68 

La emisión de la fluorescencia se midió a 5 15 nm excitando a488 nm en e l caso de 

anex ina V-FITC (FLl ) y midiendo la emisión a 610 nm para el ioduro de propid io (FL2). Los 

datos obtenidos se analizaron con el programa WinMDI versión 2.4 para ci lometría de fluj o. 

Los resultados de fluorescencia se obtuvieron en una gráfica en la que se registró la FL2 en el 

eje de las "y" y la FLl en el eje de las "x" en forma logarítmica. En esta gráfi ca se formaron 4 

cuadrantes: inferior izquierdo (célu las que no ingresaron e l fluorocromo), aquí se local izan las 

células vivas; inferior derecho (positi vo para FLl y negativo para FL2) aquí se locali zan las 

células positi vas a anexina V-FITC, e ind ican apoptosis; superior izquierdo (negati vo para 

FU y positivo para FL2), en estas células ingresó IP e indica necros is; y en el cuadrante 

superior derecho (positivo para FLI y FL2), se encuentran las cé lulas que pueden encontrarse 

en un estad io tardío de apoptosis o bien de necrosis 

Aná lisis del DNA 

Para ex traer el ONA se ut ili zó la técnica de Navarro y col. 1998., modificada para 

células en culti vo en nuestro laboratorio, el cual consistió en tratar a las cé lulas con un 

amort iguador de li sis (Tri s-HCI 25 mM pH 8.0 Y EDTA 10 mM , 0.25% tritón X-lOO), 

posteriormente se hi zo la ex tracción de los ácidos nucleicos con una mezcla de feno l­

cloroformo-alcohol isoamnico (25:24: 1) y la preci pitación de l ONA con etanol absoluto 

durante 20 horas a -20°C. Se calculó la concentración considerando la absorbencia a 260 nm. 

Posteriormente se analizó la integridad de l ONA en un ge l de agarosa al 1.2% en amortiguador 

de TBE (Tris 1M , ác ido bórico 1M, EDTA 20 mM pH 8.3) a 45 vo llS durante 3 h, al fin alizar 

se realizó la tinción con bromuro de elidiD (0.5 ¡.tglml ). En un ana lizador de imágenes (Gel 
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Doc 2000. Bio-Rad) se obtuvieron los patrones de corrimiento de l DNA. 

Control positivo d e Apoptosis 

Las células RINm5F se cultivaron durante una hora en medio RPMI 1649 con 5.5 mM 

de glucosa y 10% de SFB, al término de este tiempo, se les agregó estreptozotocina a una 

concentración de 5 y 10 mM en un amortiguador de citrat.os 0.1 M pH de 4.0, se incubaron por 

un período de 30 min, posteriormente se les cambio e l medio por RPMI 1640 con glucosa 

normal (11 mM), Y se incubaron toda la noche. Para la linción y análisis. se siguió el 

procedimiento previamente descrito. Este control se uli l izó tanto para el análi sis por c itomc tría 

de flujo como para la fragmentación oligonuclosomal del DNA. 

. ~ r accio n es subcelulares 

Las células (2 x 107
) se resuspendieron en 400 JlI del siguiente amortiguador: Tri -He l 

10 mM pH 7.4; EDTA 0.5 mM , Sacarosa 250 mM, PMSF 0.1 mM , lell pepl ina 10 ~glml, 

pepstatina 51lg/ml, aprotinina 2 1lg/ml , con digitonina 10 Ilglml , se incubaron durante 5 min a 

temperatura ambiente y se homogein izaron con 10 golpes (homogenizador vidrio-ten ón), se 

centrifugaron a 750 x g a 4°C, durante 10 min, el sobrenadante se centrifugó en las mismas 

condiciones, se recuperó y centrifugó nuevamente a 10.000 x g a 4°C, durante 15 min (Vrablic 

et al.. 200 1). La pastill a final (mitocondrias), se reslI spendió en el mismo amort iguador pero 

sin digitonina y el sobrenadan te se consideró COIllO fracc ión ci tosólica; se tomó una alícuota de 

cada fracc ión para cuantificar proteínas por la técnica de Bradfort (B radfon . 1976), Los 

lisados se congelaron a -70°C hasta el momento en que se rea lizó el "Western blo\". 
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Glulamato deshidrogenasa 

Esta enzima se encuentra exclusivamente en la mitocondria, por lo que la medición de 

su acti vidad se utilizó como un control para la detenninación de la pureza de las fracciones 

subcelulares. Esta técnica se basa en la producción de NAD+. Se preparó directamente en la 

celdi ll a un amortiguador de reacción que contenía: imidazol 85 mM, a ·cctoglutarato 13.6 

mM , acetato de amonio 0.22 M, NADH 0.12 mM , EDTA 0.9 mM, ADP I mM, Tritón X- lOO 

25 ~I Y se Lomó la lectura a 340 nm, inmediatamente después se ad ic ionaron 20 ~l de 

homogeneizado total o de cada fracción y se incubó durante 3 minutos, y se volvió a tomar la 

lectura a los 0, I Y 3 minutos (Bern y Bergmeyer, 1963). Las lecturas se rea lizaron en un 

espeClfofotómctro Beckman modelo DU 64. La acti vidad enzimática se expresó como 

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

" Western blot" para p53 y citocromo e 

Las fracciones (40 )lg proteína), se mezclaron con 2 volúmenes del amortiguador de 

carga (Tris 125 mM , SDS 2%, gl icerol 10%, mercaptoetanol II mM, azul de bromofenol 

0.002%, pH 6.9) se calentaron por 5 min a 95°C y resolvieron en PAGE-S DS al 10%, I h a 

100 vo lts para citocromo c y 2.5 h a 100 volts para p53, posteriormente se transfirieron a una 

membrana de PVDF (0.8 mA/cm2
, durante 2 h), en amortiguador Tris 25 mM , glicina 192 mM 

y 20% de metano!. El corrimiento y la transferencia de las proteínas se confirmó con rojo de 

Ponceau S al 0.1 %. Posteriormente, la membrana se lavó dos veees con TBS-T (NaCl 140 

mM , Tris 50 mM pH 7.2; Tween 20 al 0. 1%), antes de bloquear los sit ios de un ión 

¡nespecíficos con leche li bre de grasa al 5% en TBS-T durante 2 h a 20°C. Se incubó toda la 

D lnn~\~\tcn S¡~V\CIO~ DE INFORMACIIJ'N 
. ARCHIVO HISTOIICO 
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noche a 4°C con el anticuerpo anti p53 (1:1000, pAb 240) o anti c itocromo e (1 :2500. H ~ I04 ) 

(Santa Cru z Biotechnology, Santa Cruz, CA), en BSA al 1% en TBS-T. La unión de los 

anticuerpos se detectó mediante la utilización de un segundo anticuerpo marcado con 

perox idasa de rábano (SchuJer et al , 2000; Fiordali so e l al. , 200 1) y se reveló utilizando un 

estuche comercial de quimioluminiscencia (Perking Elmer Life Sciences, 8 0ston USA), 

siguiendo las instrucciones del proveedor. 

Localización subcelular de p53 por microscopía 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 RINm5F se culti varon en presencia de 

11 Ó 30 mM de glucosa y se analizaron a las 16,24 Y 48 horas. Después de los tratamientos, 

las células se lavaron con PBS y se fijaron durante 3 minutos con una mezcla de 

acetona/metanol 1: 1, se reali zó un lavado con PBS y se procedió a marcar las mitocondrias, 

para lo cual se utilizó la sonda fluorescente MitoFluor 589 (Molecular Probes), a una 

concentración de 200 nM en PBS, después de incubar en la oscuridad durante 20 minutos a 

temperatura ambiente, las muestras se lavaron una vez con PBS y se incubaron por 3 horas 

más, en presencia del anticuerpo primario contra p53 ( 1 :25 en BSA al 1 % en PBS), en las 

mismas condiciones. Después de lava r las células con PBS, se adic ionó el anticuerpo 

secundario (anti ratón conjugado con FITC, 1: 100), en el mismo amortiguador por 3 horas 

adicionales en las condiciones anteriores. Al final de este procedimiento se añadieron 3 ~l de 

vectashield (protector de fluorescencia) (Vec tor Laboratories), a cada muestra y se montaron 

en un port a objetos que se selló con barn iz de lUlas transparente y se procedió al análi sis. Las 
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muestras se anaJizaroll con un microscopio confeeal Zeiss Axiovert 100 M provisto con un 

rayo lase r de arg6n1hel io/ne6n. La señal de los flu orocromos se capturó a una longitud de onda 

de 488/5 10 nm para la FITe y 568/590 nm para el Mi toFluor. Para el análi sis se utilizó una 

representación con pseudo-color. El análi sis de los resultados se realizó con el programa LSM 

5 Imagen Brownser para microscopía confoeaJ. 

Delección de especies reactivas de oxígeno (ERO) 

Después del lratamiento con alta glucosa, las cé lulas RINmSF se lavaron con PBS y se 

incubaron durante 30 minutos en la oscuridad con 3 mi de so lución de Hank y 2',7'--d iacetalo 

de diclorodih idrofluoresce ína (DCDHF-DA) 5 ~M . Este compuesto se interioriza en la célu la 

y es li berado de los gm pos acetato por la acc ión de esterasas intracelulares, formándose la 

2',7' diclorodih idroflu oresce ína (DCDHF). El DCDHF se ox ida rápidamente en presencia de 

peróx ido de hidrógeno y/o de otros radicales libres, formando el 2' ,7'-d iclorofluoresceína 

(DCF) el cual emi te una señal de fluorescencia que se analizó en un flu orómetro con lector de 

placas Fluoroskan Ascen! FL (Labsystems (exc 488 nm y 525 nm emisión) (Kiningham et al. , 

1999; Yamagishi et aL, 2(0 1). Trei nta minutos antes de la adición de DCDHF-DA, las cé lu las 

se incubaron en presencia de los siguientes inhibidores: rotenona 5 ~M , cccp 0 .1 ¡..tM , (Du X-L 

et aL , 2000; Yamagishi et aL , 200 1) y apocinina 1 0~M . (Meyer y Schmitt , 2000); por separado 

y posteriormcnte en diferentes combinaciones. 
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Potencial de membra na mitocondria l 

Las células se cultivaron en cubre objetos, colocados en una caja de 6 pozos (25,000 

células por pozo), en presencia de 1I 630 mM de glucosa y se anaHzaron a las 48 horas. Los 

cambios en el polencial de membrana mitocondrial se mid ieron uti lizando la sonda 

fluorescente JC-l (5',5' ,6,6' -tetrameti lbenzimidazoJcarbocianina yoduro), una molécula 

caliónica capaz de cruzar la membrana plasmática e intcrnaJizarse en la milocondria (BaThu el 

..11.,2002). Para este propósito se ut ilizó un estuche de R&D (No. Catálogo TA 700), siguiendo 

las instrucciones del proveedor para células en monocapa y se anali zó inmediatamente por 

microscopía ccnfocal uti lizando los filtros de 525 nm (verde) y 590 nm (rojo) (Yamagishi el 

al., 200 1). El anál isis de los resultados se realizó con el programa LSM 5 Imagen Brownser 

para microscopía confocal. 

Análisis estad íst ico. 

El análisis estad ístico se realizó con el paquetc Sigma Sial v2.0 (S igma-Aldrich Co., 

San Louis, Missouri, USA). Los resultados se cxpresan como promedios ± OS. Se uti lizó una 

prueba paramélrica de comparac iones múltiples (ANOVA). La comparación ent re grupos se 

re¡llizó con la prueba de Bonferroni. 
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7.· RESULTADOS 

Efecto de la hiperglucemia sobre la supervivencia de las células RINmSF 

Las cé lulas RLNm5F se culti varon en un medio que contenía 11 Ó 30 mM de glucosa 

durante 30 minutos, 2, 4, 24 Y 48 h Y se midió el índice de apoplosis. La apoptosis se 

cuanti ficó por la fragmentación oligonucleosomal del DNA Y por la exposición de 

fosfatidilserina para lo cual se utili zó anexi na V-FITe. La anexina V es una proteína que en 

presencia de ci+ se une a los fosfolípidos y en parti cular a la fosfatidilserina (Shiralsuchi el 

aL, 1998). La Figura 1I muestra la gráfica de puntos que se obtiene después del análi sis en un 

citómelro de nujo, en el eje de las ordenadas se indica la in tensidad de nuorescencia de LP 

(FL2) Y en el de his absc isas la intensidad de nuorescencia emilida por anex ina V-FITC. 

Nuestros resultados demuestran que la exposición a 30 mM de glucosa (Figura 12) 

durante 48 h induce un au mento en el porcen taje de célu las positivas a anexina V, locali zadas 

en el cuadrante B (ver material y métodos). Un porcentaje menor de cé lulas se observó en los 

cuadrantes superi ores, (tanto C como O), que representan a las cé lulas con cambios 

importantes en la permeabilidad de sus membranas, moti vo por e l cual permiten la 

incorporac ión tanto de fP como de anexina-V-FlTC, e indica que estas células murieron por el 

mecanismo de necrosis o bien que se encuentran en un estado de apoplOsis tardía o necros is 

secundaria. Los result ados mostraron una diferencia con un valor de signifi canc ia de p< 0.001 

(FiguraIJA), en e l porcentaje de células pos itivas a anex ina-V-FITC y negativas para lP, 

únicamente en las cé lulas culti vadas en condiciones de hi pcrglucemia durante 48 h con 

respecto al cont ro l ( 11 mM de glucosa) (36± 11.3% y 7.53±.056% respecti vamente). La 
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concentración alta de glucosa a tiempos tan cortos como 30 minutos, 2, 4 Y hasta 24 h no 

indujo apoplosis en las célu las RINm5F. 

Otro melódo para verificar el fenómeno de apoplosis. es el análisis de la integridad del 

DNA, mediante eleclfofores is en gel de agaros3. Durante la muerte por apoptosis se observa 

rompimiento intcrnuclcosomal del DNA con la formación de fragmentos oligonucJcosomales 

de aproximadamente 200 pb. El análisis elecuoforético del DNA extraído de las células 

RlNm5F (Fig 138) cultivadas en condiciones de hiperglucemia mostró el patrón en escalera, 

clásico de apoptosis. a las 48 h. Esta característi ca no se observó a las 24 h ni en las células 

cultivadas con 11 mM de glucosa. 

Separación de Fracciones: 

La act ividad de la enzima gluta ma to deshidrogenasa se uti lizó como un control de 

pureza para la separación de ¡as fracc iones mi tocondria l y c itosólica. Esta enzima se locali za 

pri ncipalmente en la mi tocondria y catali za la incorporac ión del grupo amino a partir de 

amonio por ami nac ión reductiva del o.*cetoglu tarato (un intermediario del c iclo de Krebs). La 

Figura 14 muestra e l X ± DS de 10 experimentos con cé lulas culti vadas bajo condic iones 

normales. En el eje de las " Y" se gráfica la actividad enzimática en U/mg prote ína y en e l de 

las "X" la fracción ce lular. Se consideró estandarizada la técnica cuando la actividad de la 

enzima en la fracción c itosólica no superó el 5%. 



76 

Localización subcelular de pS3 y liberación de citocromo e 

Reciéntemente se demostró que la milocondria constituye un blanco para p53 durante 

la apoptosis inducida por esta proteína, se ha observado que p53 se local iza en la mitocondria 

y participa en la regulación de la penneabiJidad milocondrial de célu las tumorales (Mihara el 

al. , 2003). En este estudio demostramos que en condiciones de hi pcrglucemia la proteína p53 

se moviliza hasta la mitocondri a. El análisis por "Weslem bloC' reveló la presencia de esta 

proteína en la fracción m ilocondrial y no en cítesol de las cé lulas culti v<ldas en condiciones de 

hipcrgluccmia, no así en el control; así mismo se observó que cuando p53 se locali za en la 

fracción mitocondrial, también se presenta liberación de c ilocrolllo c hac ia el c ilosol de eslas 

mismas células (Figura 15). 

Análisis por microscopía confocnl 

Con el propósilo de corroborar la di stribución intrace lular de p53, rea li zamos un 

análi sis con microscopia confocal de p53 después de marcar las milocondrias con una sonda 

fluorescente en forma independiente al potencial de membrana (MitoFluor 589), por lo lanlo 

facilita su identificación independientemente de la viabilidad cclul 'lr (Figura 16). Las célu las 

RINm5F se culti varon con 1I ó 30 mM de glucosa y se anali zaron a las 16,24 Y 48 horas. La 

presencia de p53 en las milocondrias fue clara a partir de h,s 24 horas de hi perglucemia y 

mostró un incremento a las 48 horas, este evento no se observó en las células culti vadas con 

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

Una vez que se estab lecieron las cond.i ciones para la inducción de la apoptosis en las 

células RINm5F por hi perglucemia (glucosa 30mM). se procedió a medir la producción de 

especies reacti vas de ox ígeno, mediante la fluorescencia de la DCF a 530 nm. En la figura 17 

A puede observarse un incremento significativo (p<O.OO I), de hasta 2.5 veces en la generación 

de ERO. Con e l propósito de determinar el origen de estos radicales, las células se incubaron 

en presencia de rote nona (inhibidor de la cadeo .. de transporte de e lect rones), ccep 

(desacoplador de la fosforilaci6n oxidativa, que abate e l potencial electroquímico de protones 

milocondrial) y apocin ina (inhibe la NADPH-ox idasa), antes de adicionar la sonda. Los 

resultados mostraron que la adición de estos compuestos inhibe la producción de ERO aún en 

el grupo control 40% en promedio y hasta un 66% en el grupo tralado, sin cmbargo no se 

observaron diferencias en el grado de inhibición entre los tres compuestos por separado 

(comrol: 49, 44, Y 40%; hiperglucemia 62, 66 Y 66%, rotenona, cccp y apocmma. 

respectivamente) (Figura 17 B). así como tampoco pudo observarse un efecto sumatorio, 

cuando las células (controlo expuestas a 30 mm de glucosa) se incubaron en presencia de una 

combinación de los inhibidores (rotcnona+cccp 59%, cccp+apocinina 62%, 

rOlenona+apocin ina 6 1 %), excepto cuando la combinac ión fue rotenona+cccp+apocinina 

(73%) (Figura 17 C). 
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Efecto de la hiperglucemia en el A\Vm de las células RINm5F 

Con el propósito de saber sí la apoplosis por p53 involucra alteraciones a ni ve l de 

potencial de membrana mitocondrial , en las células RINm5F cultivadas con 30 mM de 

glucosa, el monitoreo de los cambios en el.ó.'Vm se realizó con l e-l. En las células vivas, l e- I 

forma agregados conforme aumenta el potencial de membrana y la emisión de la fluorescencia 

(roja) se mide a 590 nm., por el contrario en las células muertas o que presentan alteraciones 

en el ó 'Vffi l e- ! emite una fluorescencia (verde) a 530 nm. Los cambios en la flu orescencia 

verde y roja de l e- I son exclusivamente dependientes de los cambios en el potencia l de 

membrana, por lo que ningún otro factor afecta el resultado (tamaño, forma o densidad de las 

milocondrias). En las Figuras 18 A Y 18 B podemos observar que la emisión de fluorescencia 

a 530 nm de JC- 1 es mayor en las células culti vadas con 30 mM de glucosa que en las células 

control ( 11 mM de glucosa). 
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Fluorescencia I 

Figura 11. Aná lisis por citometría de flujo de la muerte celula r. Se ejemplifica una gráfica 

de puntos empleada para e l análi sis de los datos que se obtuvieron por esta técnica de las 

células RTNrn5F marcadas con anexina V-FlTC e !P. FU representa la fluorescencia emitida 

por anex ina V-FITC y FL2 la fluorescencia emitida por [P. 
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"igura 12. Apoptosis de las células RINmSF. El culti vo de las células RTNm5F en 

condiciones de hipergluccmia ind uce apoptosis. demostrada por el aumento de células 

pos itivas a anex ina V-FITC/negat ivas a IP. La gráfica que se muestra es representat iva de 5 

experimentos independientes 
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Figu ra 13. Inducdón de 3poptl>s is en célula _. RJNmSF por glucosa. A: Apoptosis de las 

células RINm i F cult ivadas en co¡.dicione.:; de hipergluc..:mia durante 24 y 48 h. A: Porcentaje 

de c' lu las p o s it i v ~" a anex in.l V-I"ITC/nt:g:ati va .. a IP. Se gráfica el promedio y la desv iación 

está dar. * h:Jica la difcren..: ia csradístin con l. na p< O 00 1 cuando se comparó con el control 

y con ellicmpo de 24 h. 8 : Frag¡rentación olig mucleo!'omal del DNA de las células RINm5F 

por llipcrgluc..: mia Línea l . marcador d ~ peso molecul...lf. Línea 2: DNA de células RINm5F 

cuh i"adas con 11 mM de glllcos", Línea 3 y ' : ONA tic células RINm5F cuhi vadas con 30 

mM de glucosa r or 24 y ~ 8 h. respec' ivamLnte. E"la figura representa 5 experimentos 

indepe ndienle), 



Mitocondria Citosol 

• 11111;\'1 
.30mM 

82 

Figura 14. Actividad de glutamato deshidrogcnasa en la fracción mitocondrial y 

ci tosóJica de células RlN mSF. La act ividad se expresa e n unidades por miligramo de 

proteína . Las barras re presentan la media y la desviac ión estándar de 5 expe ri mentos 

independienlCS . 
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Figura 15. Análisis de p53 y citocromo e por " Westcrn blol" . Identificación de p53 y 

citocromo e en homogeneizado IOlal yen las fracciones mitocondrial y cilosólica de las cé lulas 

RINm5F cultivadas con 11 Ó 30 mM de glucosa. MP: estándar de peso molecular; HT: 

homogeneizado 100al; M: fracción milocondrial ; C: fracción c ilOsólica; A: estándar de 

citocrolllo c. La imagen es representativa de 5 experimentos independ ientes. 
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Figura 16. Localización de pS3 por microscopía confocal. Distribución intracelular de p53 

en las células RINm5F culti vadas con 30 mM de glucosa durante 16,24 Y 48 h, después de 

teñir las mitocondrias con MitoRuor 589. En rojo se muestra la tinción para mitocondrias, en 

verde para p53 y la co-Iocalización de p53 en la mitocond ria se muestra en amarillo. 
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Figura 17. Efecto de la glucosa (11 Ó 30 mM por 48 h), en la producción de especies 

reactivas de oxígeno (ERO) de las células RJNmSF. A: Producción de ERO de las células 

RINm5F inducida por aha glucosa. Los resultados se expresan como unidades de 

fl uorescencia a 530 nm de la dic100uoresceína (DCF). Se graficó el promedio y la desviación 

est'ándar de 5 experimentos por separado. • Indica diferencia estadística con una p<O.OO l . B 

y C: Prod ucción de ERO en presencia de rOlenona (R). CCCP (e) o apocinina (A) y en una 

combinación de los inhibidores, respectivamente. Estos resultados muestran e l promedio y la 

desviación estándar de 5 experimentos. * Indica diferencia estad ísti ca con una p<O.OO I 

cuando se compara con inhibidor y sin inhibidor (-INH) y ** p<O.OO I cuando se reaJ izó la 

comparación ent re grupos. 
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Figura 18. Efecto de la hiperglucemia en el l\Vrn de las células RlN!n5F medido por 

cambios en la Ouorescencia de JC-l. A: 11 mM de gluc0sa; H: 30 mM de glucosa. En las 

células vivas JC- I forma agregados de color rojo y cuando d potencial aumenla y/o se colapsa 

JC- I emite en el rango de fluorescencia verde. La fi gura es rerresentativa de 5 experimentos 

independientes. El aumento es de IOOx. 
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8.- DISCUSIÓN 

Estudios rec ientes sugieren que el efec to de la hiperglucemia en la función de las 

célu las P depende del tiempo de exposición y del fondo genético de estas células. Aunque aún 

existe controversia sobre los efectos de la hi perglucemia en la proliferación y la apoptos is de 

las células J3 pancreáticas, hay suficientes evidencias en las que se ha observado que los 

estados de hi perglucemia crónica alteran la fu nción de la célu la p y conducen a la muerte 

(Roche, 2003). Sin embargo. falla mucho por conocer sobre los mecanismos moleculares 

involucrados en estos procesos debidos a glucotoxicidad. 

La masa de células J3 está regulada por varios fac tores que incluyen e l tamaño, la tasa 

de replicación y/o diferenciación y la tasa de apoptosis. La disminución de las células P 

pancreáticas durante los estados crónicos de hiperglucemia ocurre a través del mecanismo de 

apoptosis (Mandmp-Poulsen, 200 1). El incremento en la tasa de apoplosis se ha demostrado 

en el humano y en modelos experimentales de diabetes y se le considera responsable de la 

reducción en la masa de células P en pac ientes con DT2, tanto obcsos como delgados (Sullcr 

el aL, 2003). La disminución en la masa de cé lulas P pancreálicas también se ha observado en 

personas con alteraciones de la glucosa en ayuno, lo que sugiere que la apoptosis de la célu la P 

puede ser un evento temprano en el desarrollo de DT2 (Giorgino et aL, 2005). Sin embargo, el 

mecanismo prec iso medi ante el cual la hiperglucemia induce la muerte de las cé lu las P hasta 

ahora se desconoce. Las pub licaciones m¡ís recientes sobre este tema, se han centrado 

alrededor del metabolismo mi tocondrial debido a que representa la fuente principal de ERO 

que tienen una part ic ipac ión importante en el mecanismo de apoptosis (Gottl icb, 2000; Moll Y 
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Zaika, 200 1). 

Un signo temprano de la muerte por apoptosis es que las células preservan la integridad 

de su membrana plasmática y muestran lranslocación o inversión de fosfatidi lserina hacia la 

cara externa; este fosfo lípido normalmente se encuentra confinado a la membrana interna. En 

nuestro estudio observamos que la incubación de las célu las RINm5F en un medio alto en 

glucosa (30mM), durante 16 y 24 h, no mostraron ningún cambio bioquímico ni morfo lógico 

asociado con apoptosis. Sólo hasta las 48 h de incubación se pudieron detectar cambios 

significativos característicos de apoptosis, como fueron la eXlcrnali zac ión de la fosfatidil serina 

evidenciado por la fluorescencia de ancxina V-FITC y la fragmentación oligonucleosomal del 

DNA. Estas observaciones nos permiten concluir que la apoplosis fue el mecanismo principal 

por el cual murieron las cé lulas RLNmSF cultivadas en concentraciones altas de glucosa. 

Previo a este tiempo no observamos células apopt6ticas en el cultivo con 30 mM de glucosa. 

En el proceso de apoptosis la mitocondria tiene un papel central en la fase de 

ejecución, debido a que almacena en su espacio intennembranal acti vadores y erectores de la 

muerte ce lu lar, como el c itoc romo c, e. ntre otros. La permeabilización de la membrana 

extcrna está asociada con disfunción mitocondrial, colapso de l potenc ial membranal (.1'+'m) y 

liberación de los factores pro apoptóticos (cit c, AlF, Smacldiablo). Además se observa la 

translocación de proteínas de señali zación y moléculas efecloras en tre el núcleo, el c itoplasma 

y las mitocondrias, entre ellas Bax (Zong et al. , 2(0 1), AIF (Susin i el al., 1999) y 

endonucleasa G (Wang, 2(0 1). De particular interés resu lta la movi li zac ión de proteínas 
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proapoptóticas hasta la mitocondria donde inducen disfunc ión de este organelo y en este gmpo 

se encuentra p53 (MoJI y Zaika 200 1). Fiordaliso y col. (200 1) propusieron que p53 

participaba en la apoptosis de miocitos en precencia de glucosa alta. La O-glicosi laci6n de 

p53 conduce a la acumulación de angiolensina II y a la apoptosis de miocitos vía activación de 

Bax. También se ha reportado que los blastoc istos de ratones "knockout" para p53. culti vados 

con concentraciones alias de glucosa no presenta apoplosis, lo que sugiere que p53 es 

necesaria para la inducción de apoplosis por hiperglucemia (Allen 2(05). 

En este trabajo se muestra que en las células RlNm5F la locali zación de p53 en la 

mitocondria se detectó por inmunonuorescencia ;n S; (I.I, a las 24 y 48 h en condiciones de alta 

glucosa. El análi sis por microscopía confocal mostró una clara localización de p53 en la 

mitocondria a partir de las 24 h, misma que se incrementó de forma importante a las 48 h. La 

presencia de p53 en la mitocondria de las células RlNm5F culti vadas con concentraciones 

altas de glucosa durante 24 h constituye un evento temprano, que antecede a la translocación 

de fosfat idil serina, uno de los primeros cambios en la membraba citoplasmát ica de las cé lulas 

que mueren por apoptosis. El aumento de p53 que se observó en la lnitocondria a las 48 h 

co incidió con el incremento en el porcen taje de cé lulas apoptóti cas, de acuerdo a todas las 

manifestac iones de este ti po de muel1e: presenc ia de fosfatidi lserina en la cara estema de la 

membrana (positi vas a anex ina-V-FITC), cambios e ll e l Ó\jIm, liberación de c itocromo c y 

fragmentación oligonucleosomal del DNA. Todos estos eventos no se observaron en las 

cé lulas con trol. Estudios previos, reali zados por Mihara y col. (2003) en otro tipo celular, han 

demostrado que la lIberación de citocromo c es UIl efecto directo de la translocación de p53 
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hasta la membrana ex terna de la milocondria. Ellos util izaron mitocondrias aisladas de hígado 

de rala, incubadas en presencia de p53 silvestre de ratón y observaron que el 90% del cit e se 

libera dentro de los primeros 30 min (Mihara el aL, 2(03). Con nuestros resultados 

demostramos que la hipc rgluccmia induce la mue rte de las célul as ~ pancreát icas por el 

mecanismo de apoptosis, posiblemente a través de la movi lización de la proteína p53 hasta la 

membrana milocondrial y con disminución en el ~ 'V Ill . 

El colapso del a'Vrn. constituye un elemento clave para la liberación de los factores 

proapoptóticos mitocondriales (Goulieb, 2(00). La permeabi lidad transicional de la 

mitocondria (MPT), que resulta de la apertura de un complejo multiprote ico que forma un 

poro localizado sobre el sitio de contacto entre la membrana interna y ex terna de la 

mitocondria (Kroemer el al. , 1998) , participa de manera importante en los mecanismos de 

muerte celular; así por ejemplo, está asociado con el colapso del Ll\jlrn y con la liberación del 

factor inductor de apoptosis (A IF) y de citocromo c, los cuales conducen a la activac ión de las 

caspasas (principalmente caspasa 3) y con ello a la fase degradativa de la apoptos is. La 

liberación de citocromo c y otras proteínas proapoplóticas, está regu lada por la familia de 

proteínas de Bcl2 (Brady y Gi l-Gómez, (998). La proteína anti apoptótica Bcl-2 esta 

localizada principaJmente en la membrana externa de la mitocondria donde pucdc inh ibir la 

inserción u oligomeri zación de Bax (M ikhailov 200 1) y con ello ev itar la interrupción del L\'Vm 

(Shimizu el aL, 1998) y la muerte celular (Krocmer et aL, 1998; Barbu el al. , 2002). Se sabe 

que varias vías de señalización para la apo ptosis convergen en la activación de las proteínas 

proapoptól icas como Bax seguida por la translocación de esla molécula a la membrana externa 
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lrutocondrial donde se oligomcriza e induce la apertura del poro y los cambios en la 

permeabilidad mitocondrial (Mikhai lov, 200 1). Entre los factores que inducen la 

permeabilidad transicional de la mitocondria se encuentran: las concentraciones elevadas de 

Ca2+, el estrés oxidante y la di sminución de A TP. Las alteraciones mitocondri alcs promueven 

un aumento en la producción de ERO y por ende un estado de estrés oxidante. En esta 

condiciones también aumen tan las concentraciones intracelulares de ci+ y disminuye la 

producción de ATP y, como ya se mencionó, esta situac ión promueve la MPT y aumenta la 

susceptibil idad a la muerte (James y Murphy, 2002). La MPT puede estar regulada por otros 

factores como los niveles de ADP, pH de la matri z, .1'Vm y e l estado energético mi tocondri al. 

Las ERO también regulan la MPT ya que sus grupos tioles interactúan fac ilmenle con estas 

moléculas. El anión superóxido induce la li beración de c itoc romo c a través de la 

permeabilización de VDAC en la membrana mitocondrial externa. El estrés ox idan te 

incrementa la pos ibilidad de apeJ1ura del poro al modular los grupos sulfihidrilos, los cuales 

gob iernan su apeJ1ura (Duchen, 2004). Aunque los cambios en la MPT constituye una vía 

para la li beración de proteínas especia li zadas, éstas también pueden salir por un mecanismo 

independiente que involucra la permeabili zación de la membrana ex terna sin interru pción en la 

membrana interna (James y Murphy, 2002). 

Sc ha dcmostrado que muchas formas de apoptos is y de necrosis tienen una fase 

efectora común, la permeabilidad transicional mi tocondrial, lo cual puede resultar de la 

apeJ1u ra de un complejo multiproteico que forma un poro locali zado sobre el sitio de contacto 

entre la membrana in terna y externa de la mitocondria (Kroemcr el al. , 1998). El MPT esta 
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asociado con la interrupción de la potencial de membrana mitocondrial (ó\Vm). Una reducción 

en el .1'Vm con o sin MPT, puede también observarse en respuesta a diversas moléculas 

incluyendo el óxido nítrico. peroxinitrito y otras ERO. Además de la interrupción del ó \Vm. el 

MPT conduce al desacoplamiento de la cadena respiratoria mitocondrial con e l cese en la 

producción de ATP. aumento en la producción de ERO y disminución de g]ulat ión reducido; 

en un momento dado, algunos de estos eventos pueden promover la necrosis de la célula 

(Kroemcr el aL, 1998). Sin embargo. MPT está también asoc iado con la liberación del fac tor 

inductor de apoptosis (AIF) y la liberación de c itocromo c. los cuales conducen a la ac tivación 

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

La naturaleza exacta de las alteraciones inducidas por pS3 a ni ve l mitocondrial en 

células tumorales se desconoce sin embargo, estudios reali zados con este tipo de cé lu las han 

planteado la posibi lidad de que pS3 pudiera formar complejos con los miembros de la fam ilia 

Bel2. Estudios por "Weslern blo!" revelaron la presenc ia de los complejos p53/Bel2 y 

pS3/BelxL (Mihara el aL , 2003), con lo cual se inh ibe Bcl2 y BclxL y se permite la acción de 

las proteínas proapoptóticas como Bax, daños sobre la membrana mitocondrial y libe ración de 

citocromo c (Chipuk et aL, 2004). 

Se sabe que la apoplos is en respuesla a pS3 es dependiente del incremento en la 

producción de ERO, las cuales alteran la permeabilidad milocondrial y se permi te la liberación 

de faclores apoptogénicos (cit c, AlF, Smac/diablo) (Li et aL, 1999; Chandra el aL, 2(00). 

Previamcnte se ha dcmostrado que e l estrés oxidante induce la expresión de pS3 (Chen et al., 
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1998) Y que esta proteína estimula la producción de ERO (Hussain el aL, 2004) a través de la 

activación de genes asociados con el metabolismo de estos radica les (Polyak el aL, 1999; 

Macip el aL, 2003). Este hecho aumenta la posibilidad de que los eventos de óxido-reducción 

también puedan regular los niveles de p53. Así por ejemplo, se ha demostrado que la NADH 

quinona ox idoreductasa regula la estabilidad de p53 (Asher el aL, 200 1). Estos eventos 

sugieren que el daño oxidante mitocondriaJ es de gran importanc ia en la muerte celular 

inducida por p53. Bajo estas circunstancias p53 induce envejecimiento celular y la respuesta 

apoptót ica se observa cuando hay una sobre producc ión de ERO, debida a algún estímulo 

ad icional, que en el caso de las células ~ se pudiera deber a los estados crónicos de 

hiperglucemia (Bonin i el al. , 2004). 

A ni ve l celu lar mucho se sabe sobre los efectos dcJetéreos de un ambiente con altas 

concentraciones de glucosa se conocen diversos mecanismos de señalización que contribuyen 

a los cambios en el fenotipo induc idos por glucosa, como la hipertrofia y las alteraciones 

funcionales, así como su papel como mediador de apoptosis en di versos tipos ce lu lares. Una 

de las primeras respuestas ce lulares a la hiperglucemia es la producción de ERO y de especies 

react ivas de óx idos de nit rógeno (ERON). El mecan ismo bioquímico de glucotox ic idad 

involucra un estado de est rés oxidante crónico y las células ~ pancreáticas son part icularmente 

sensibles a sus efectos (Mars hak et al. , 1999; Robert son et al. , 2(03). Se ha demost rado con 

anterioridad que en varias estirpes celulares la hiperglucernia incrementa la producción de 

ERO en las células MIN, células de endotelio y plaquetas en cultivo, aú n a tiempos tan cortos 

como 15 minutos (Nishikawa et al. , 2()(X); Yamagishi et al. , 200 1; Brownlee, 200 1; Sakai et 
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al. , 2003). Nuestros resultados demuestran que la incubación de las células RINm5F bajo 

condic iones de hiperglucemia (30rnM glucosa), por un período de 48 h, produce un aumento 

de hasta de 2.5 veces en la producción de ERO en comparac ión con el control. La 

determinación de las ERO en presencia de rolenona (inhibidor del complejo 1 de la cadena 

respiraroria mitocondrial) y ccep (desacoplador de la fosfori lación ox idaliva) (Du X-L el aL , 

2000; Yamagishi el al. , 200 1), reveló que el estado de estrés oxidante que se genera por 

hiperglucemia se debe, al menos en parte, aJ aumento en la producción de anión superóxido 

por la cadena transportadora de electrones mitocondrial. Se sabe también que la apocinina 

(inhibidor de NADPH oxidasa) reduce hasta en un 89% la producción de anión superóxido en 

el culti vo de célu las endoteliales bajo condiciones de hi perglucemia (Meyer y Schmiu, 2(00). 

La producción de anión superóxido causada por hiperglucemia ocurre principalmente vía 

cadena transportadora de e lectrones mitocondriales. Una concent rac ión de glucosa alta causa 

la interrupción de la cadena transportadora de electrones en el complejo llJ , que da como 

resu ltado una mayor reducción monoelectrónica del oxígeno molecular por la coenzima Q 

dando paso a la formación de an ión superóxido. Esto quiere dec ir que e l metabolismo de la 

glucosa, en cond iciones de estrés como la hiperglucemia, conduce a un exceso en la 

producción de especies reactivas de oxígeno y por lo tanlO de estrés oxidante. En nuestro 

estud io observamos que la apocinina reduce también la generación de ERO, au nque este 

efec to no fue estadísticamente diferente con respecto a los inhibidores mitocondriales. Un 

efecto similar se observó cuando las ERO se cuantificaron en presencia de una combinación 

de los inhibidores e l porcentaje de inhibición fue mayor siempre que estu vo presente la 

apoc in ina (rotenona + cccp + apocinina). Esto sugiere que la ac ti vación del sistema NADPH 

ox idasa contribuye de manera importante, junto con la miLocondria al est rés oxidante en 
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células RJNm5F culti vadas con 30 mM de glucosa. Estos resultados concuerdan con los 

publicados por Olivc ira y col. (2003) en los que refiere la presencia de este sistema en células 

P pancreáticas de rata y célu las HIT-TI5 en culti vo así como su participación en la generación 

de H20 2. El complejo NADPH oxidasa constituye la fuen te principal de anión superóxido en 

cé lu las fagocíticas, el eua] conduce a la formación de otras especies reactivas destinadas a la 

eliminación de los microorganismos. En las células no fagocíticas, el papel de la NADPH 

oxidasa permanece sin ser definido, aunque dada la importancia de los radicales libres en 

diversas vías de señali zación bajo condiciones fi siológicas, como es el aumento en la 

movilización de Ca2
+, se ha propuesto su participación en el mecanismo de secreción de la 

insulina (Oli ve ira et al. , 2(03). Sin embargo, su sobreacti vación puede contribuir al estado de 

estrés oxidante inducido por concentraciones elevadas de glucosa y por lo tanlo a la disfunción 

de las células ~ pancreáticas (lnoguchi y Nawala, 2005). 
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9.· CONCLUSIONES: 

1.- El cultivo de las células RINm5F en condiciones de alta glucosa du rante 48 h induce la 

muerte por apoptosis, como se demuestra por la exposic ión de fosfalidilserina, fragmentación 

oligonucleosomal del DNA, cambios en e l potencial de membrana mitocondrial y liberación 

de citocromo c. 

2.- La apoptosis de las cé lulas RfNm5F causada por concentraciones alalas de glucosa 

correlaciona posi tivamente con la localización mitocondrial de p53 y los cambios en el 

potencial de membrana a las 48 h de culti vo. 

3.- La migración de p53 a la milocondria de las célu las RINm5F cult ivadas con 

concentraciones altas de glucosa por 24 h. antecede a la exposición de fosfalidilserina en la 

cara exte rna de la membrana ce lu lar. 

En resumen, nuestros resu ltados demuestran por primera vez que la movilización de la 

prote ína p53 desde el ci tosol hasta la mitocondria y los cambios asociados al potencial de 

membrana mitocondrial , forman parte del mecanismo de inducción de la apoptosis de las 

cé lulas RlNm5F, durante e l estado de estrés ox idante provocado por hiperglucemia 
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13 llle mcchanisms relawd 10 h)'pcrglyccmia·iOOuccd p.mcreatic fI-ccll apoptosis are poorly defincd. Ral insulin-producing cells 
14 (RI NmSF) cullured in high glucosc concenlralions (30 mM) showed incrcased apoptosis aOO prolcin pS3 translocalion 10 

15 milochondria. In addi lion, hypergl)'cemia induced both lhe disroptioo of milochoOOrial ntembrane polenlial (6 y, .. ). alld an 
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30 e-'idenct: about lhe induclÍon or apoptosis by indqx:rldent 
31 nx:chanisms orlhe tmnscrip(ional runclion of pS313). These 

sludie! SUppOrl Ihe idc~ 1 thm pS3 can cOlllribu le 10 apoptosis 32 
in mal ignant cclls by dirt:ctly signaring Ihe mi locho nd ria [4. 33 
SI and iOOucing cytochromc e relcasc 16. 1]. 34 

II is likcly thal p5:l rcgulales the ruoclion or Ihc organcl lcs 35 
wlthin Ihe cel l. This fU IICtion WIlS confinned wilh y radia- 36 

lioo lhal showed lhe mobilb.alion of pS3 he:wling lowards 31 
lhe extemalmitochoodrial memNane during apoptosis as a 38 

response 10 Slress. Such mobilization is not secn whc:n apop-- 39 
losis is p53 indqx:ndcnl andlorduring ccll cyck: de lay 14. 6). 40 
!kforc p53 rcach\.'S the mitochondria and Icads 10 changes 41 

dUTing !he induct ion or apoplosis. lronscriptiooal aclÍ\'a lion 
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42 of severn 1 ox ide-reduclases aOO produclíOfl of reaclive ox ygen 
43 spedes (ROS) lakes place. /81. Also, p53 induces a Iransien! 
44 inerease in mí lochoOOrial membrnne pOlemíal fo l1owed by 3 

4 ~ dccrease [9]. Previous swdies in thymocyles aOO leukemia 
46 cclls tn:ated wi th y radial ion (7, lO] aOO oxidative stress-
41 iOOuced apoptosis of glia cell5 [ 11 J. suggeSI Ihal changes 
48 oceur in lhe mitochondrial mcmbrnne poIcnlial and in lhe 
49 produclion of ROS by this organelle as an imponan! factor 
~ for pS3-iOOueed apoptosis 19J. 
S] Enoogh evidente is available aboullhe roleof apoptosis in 
S2 Ihe 10ss of pancre3l ic p cells during ehronic hyperglycemic 
S3 st 31es I1 2- 14] . During lhe ini tial hyperglyccmia the numbcr 
S4 ofp:merealic fI ce l1 s dccreases. rhe rcmaining cells increase 
SS Ihe ir glucose sensitivi ly and lhe produclion 3nd sccretiOfl of 
56 insulin is also increascd 10 preven! a hyperglycemje Slale 
S1 while in slarvalion (IS]. In addil iOl1, in a ehronic stale of hy­
S8 p!."fglyeemia. lhe paocrt.'alÍe P eells Ix:coITIC exhausted. aOO 
59 aftt.'f a whi1c, dcath oceuB by apoptOlie mechanisms 112, 16). 
60 In other inSlances, hypcrglyeemia induces ROS as well as an 
61 oxidalivt: SIress condilion in sever.allissucs. This is consid-
62 ered as a main feature in Ihe de\'e\0plIlenl of several palho-
63 physiologic ehanges relaled 10 ecl1a in chronic cornplicalions 
64 or dillbcles [ 17. 18[. Oxidalivt: slress mainly affeets panere-
65 alie fJ ctlls [IS]. where ealalase and peroxidasc aelion is 20 
66 limes lo ..... er Ihan in Ihe livcr [ 191. Aceording 10 Ihese Sludies, 
61 il scems Ihal Ihe increase in ROS I'roduetion is one orIlle ear-
68 1iesl e\'e nt ~ in cases of glucose intolernnce and il may be the 
tfJ cause of pancrealic J1 ceU dysfunclion. as we\1 as the cause 
10 of changes in insulin synlhesis aOO glocose-iOOuced insulin 
11 sccrelion in Iypc 2 diabeles 118]. rhU5. we hypolhesize Ihat 
72 lhe pS3 prOlcin pal1idpalCS in changes al lhe milochoOOrial 
13 1c\'eI in pancrealic fI cell dcalh. Thc objcclÍ\'e in Ihis study 
74 was 10 in\'e5ligate whcther hypcrgl)'cemia induces aJXlPlosis 
7S lB RINmSF c( lIs Ihrough an iocrcasc in ROS ¡>rOOuclion. alld 
76 ir this phenomellOn ¡s assodaled wilh changes in rni lOChon­
n dria l pOlenl i:11 300 wilh Ihe mobilizal ion of IISJ¡)fOlein 10 the 
78 milochomJ ria. 

79 Maler ials and melhods 

SI T1lc chemicals wt.'TC obIaioed from lhe following sources: 
82 RI'M I- J640 mt!dium. H3JlI( s balaoccd sall solulion. Iryp­
S3 sin. Na-EDr A, carbonylcyanide-m-cl0r0phcnyl·hydr:l1.onc 
84 (CCc,'), rotenone. and apocinin from Sigm3 (Sigma C/lem-
8S jea] Co. SI. Louis. ,'.10): felal bovine scrum and L-
86 glu t:lminc from GlBCO (Carlsbad. CA). DePsipcrnl kilS 
87 OC- I 5,5' ,6,6'-IClrachl0r0- I,I ' .3.J'- tctraethyl bcnzimidalOl 
88 earbocyanine iodide) from R&D syslems (Minnea¡)()hs. 
89 MN): dichlorodihydronltOl'cscein-diacetate (OCDHF-DA) 
90 from Mole<:ular Probes Europc (Leiden. NClherlands): 

Ancxin-V FInos slai ning kit from Roche Anlibodies Ap- 91 
plíed Science (Mexico. D.F. ), anl;·p53 (pab 240) and anl i- 92 
cylochrome e (H- I04) antibodies from Santa Cruz Bioteeh- 93 
IlOlogy. lne. (Santa Cruz, California): chcmilumincscence 94 
reagenl from l>eTking Elmer Life Scicnees (805ton, MA). 95 
scqu; -blot-PVOF membrane aOO preslained aOO biotinylatcs 96 
Slandm s from Bio-Ritd (Hereules. CA). AII other analyt i- 97 
cal grade ehemicals y,"CrC obIained fmm Merek (Darmstadt, 98 
Gt.-rmany). 99 

Cell cu lwrt! 100 

RINm5 F cclls were grown in RPMI- I640 nK.-diufll ( l lmM 101 
glucosc) supplcmcnled with 10% hcat-inacliva ted felal 102 
bovinc scrum, I mM sodium pyruvale, 23.8 mM sodium bi- 103 
carbonate, 20 ¡lg/ml genlamycin. aOO 2 mM L-glulamine, in a 104 
9S% airo 5%CÜ2 environmcnl at37 ~ C. Cells were harvested 105 
aOO sub-cultured for an addilional2 days in RPMI- I640oon- 106 

la ining 30mM glocose. 101 

A.j1fJIJlosis 108 

Flowqromelry ]09 

Cells were harveslcd wilh 2 mM PBS·EDr A. washed in PBS- 1]0 
BSA O. J %, IInd ecntri fugcd at 200 x g for S min. T1lc pe l1els 111 
wcn: resuspcOOed in 100 11 1 of slaining-solulion: 2011 1 flu - 112 
oresccin iSOlhiocyanate- labeled annain-V ( IOIIg/ml) aOO 113 
20 11I propidium iodide (PI) (50 IIg/ml) in 1 mi Hepes buffer ] ]4 
(lOnun Hepes, pH 7.4. l40mM NaCl. 5mM CaCI1). aOO 11 5 
incubaled in the dar\¡ ror 15 min al room IClll lx:ralUre. AlxxlI 116 
400 II I Hepcs-buITcr was addcd for Ilow cytomelry analysis 117 
using a FACS Calioor inslrumcnt (8ccton Did:inson Syslcm. l iS 
San Jose, CA) wilh 488 nm exeitation. Emitted lighl was split 119 
and eollecled al S30 nm band pass fi ller for Illlorescei n and 120 
585 11m 10 PI. Foreach flow cylolllcler rUI1 . 10 000 cc lls \\'ere 12 t 
required. Onul \\'ere analyr.cd usi ng CELLQUEST soflware 122 
(9 •. :Clon Oid.inson). 123 

DNAfmgmt'1Ilmi(NI 124 
Cells wcre washed Iwice wilh PSS. rcsuspcmk:d in Iysis 12S 
buffer (2SmM Tris- HCI, pH 8.0 and IOmM EI)TA. 0.25% 126 
triton X- lOO) aOO slored a14 "C for IS min. Celllys,nes were 121 
then cenlrifuged at 13.000 x 8 al 4 ' C ror 30 min. TIle su· 128 
¡¡emalanlS were colleelcd 300 incubated in Ihe prestnce of 129 
lOO¡Ig/ml RNAs.1 A aOO 240 JI g/mi proleinaS<! K aI :n C no 
fOl' 1 h. Crude DNA preparations were cxtrolCled with ptle- 131 
nol:ehlorofonn:isonmylalcohol (25:24 :1). precipilutcd wilJ¡ 132 
0.1 yolume of 3 M sodi um acetaje 300 2.5 volu lllcs or I(')()% 133 
ethanol al _ 20 °C overnighl and ccntrifugcd al 14.000 x g 134 
for 3O m;n. rhc I)NA pellcts \\'erc air-dried aOO resuslx:oded 135 
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136 in TE buffer ( IOmM Tris-HC I. pll 8.0. 1 mM EDTA) [20). 
1)7 l1lt oonce lll rat ion of nucleic ac id was 1Iclennincd by UV 
138 absorbance al 260nrn. The same amounl of nucleic acids 
139 from each umple was fourtd by clcclrophoresis on a 1.2% 
140 agarose gel and visualizcd by UV fluoresceoce afler staining 
141 wilh elhidium bromide.. Gel was visua li1:cd aoo photographed 
142 00 an image analyzerGeI [)oc 2000 using Quamily 0ne4.0. 1 
143 soflware (Bio-Rad. Hercules, C A). 

1"" SIIbt-e/lu/ar f roc/joning 
145 Cells (2 x 107) wcre resusllended in 400/11 of buffer A 
146 (lO nl M Tris-HC!. p I-! 7.4; 0 .5 m~1 Na· EDTA. 2S0mM SU-

147 crose, 0. 1 mM PMSF. 10¡lgfml leupcptin, S II g/ml pell' 
148 stalin, 2 /I g/ml aprotini n, 10 II g/ml digilonin) and incuba!cd 
149 for 5 min at room lemperalure and Imer homogenized in a 
150 11m Tcflon homogeni l.eT using 10 up-and-down $trokes at 
151 SOOrpm. The homogenale was cenlrifuged 111 750 lo< g for 
152 10ntin al 4 "e. lñe supernalanl wascollecled Dnd SUbjecled 
153 10 cenlrifugalion al 750 lo< g for 10 min al 4 ee, The super-
154 natant was transferred and eentrifugcd al 10. 000 x g for 
155 15 min al 4 C [2 11. Thc rcsulling mi lochondrial pellc l was 
156 resuspen<k:d in 50 I1I buffer A wi ll'lout dig ilonin. lñe super-
157 nmanl was slorcd as ¡he cylosolic frac lion. BOIh fraclions 
158 were SlorC<J frolen m - 70 · C unl il tl11aly 1.ed. Proldn L'Qncen-
159 Iralions frolll both fr.lctions were dclerlnincd IIs ing lhe Orad-
160 rord aSlay 122). Cytosolic fraCliOl1S wcrc analyzcd for glu-
161 lamnlc dchydrogenase (GDH) enlymalic :W;:1;vity. Lcss Ihan 
162 5% of lhc 100al cellular Gml aclivity (milochondria l lllarker) 
16~ was deleclcd in cylosolic fractiOfl [231. 

164 IVUI..,n Mol ana/pis vf eyllx:hmme C' reff'fl.lf' 
165 (11/(1 ,,51 /o('Ulwn 
166 The mitochondrial and cylosolie frac lions 01' crude ce]] 
167 lysalCS were usetl rOl' cytochrollle e and p53 dc tcction. 
168 Thcsc fr!K.'1Íons (40 Il g) wcre scllaralcd on 10% SDS- I'AGE. 
169 lI iolinylatcd slandards wcrc used 10 delc rmine molecular 
170 weighls. The gels wereeleclroblot lcd ollto PVDFmcmbranes 
171 <O.8 Il1A/cml . 2 h). p53 was dClectt'd wilh n II10Use 1I10no-
172 clonal anl ibody al a 1: looo d;lul ion and sccondary gool an­
In It rnouSc: hOf5Cradish pcroxidasc-Iabc lcd ant ibody ( 1: 10000). 
114 CylOChfOlTlC e was detectcd us ing mbbil polyc lonal antibody 
175 al a 1 :2.500dill1l ion aOO secondary goo'il antirabbil horscrndish 
116 peroxidasc-Iabc lcd amibodies ( 1: 10000) 16. 241. llound anli -
117 bo<lies wcre detecled II sing an cnhaoced c:hemil UFn inesceoce 
178 kil ( I'erking Ehner Life Scicnces. Boslon USA) following thc 
119 manufacture 's inSlruclions. 

1110 C",¡jOcllljllloreSCt'lrl imaging 
18 1 After lhe above-mcnlioncd Ircatmcms. lile cc lls wcrc washc{! 
182 .... ilh I'SS. lixed for 3 min in 1: I icc-cold acetooclnk.'1 hanol. 

3 

washed wilh PBS. and labelcd by adding Ihe MitoFlllor 183 
589 probe (2oonM in POS, Mo lL'c ular l'robes). Afler in- 184 
cubalil1 g for 20min al room temperature, lhe ee lls were 185 
washt-d once wilh POS and incubaled wilh primary ami- 186 
bodies agaínsl p53 (di lll led 1:25 in 1% BS A-PBS) ror 3 h 187 
al room tempernture. After washing, lhe cdls were exposed 188 
10 secondary anlibodies (antimouse IgG conjugaled-ATC, 189 
dilulcd 1: 100) in the same buffer rOl 3 h at room lem- 190 
pt.'f1l IUre in lhe dark. Auorescenl-Iabelcd prC¡)3flllions wcrc 191 
vicwed uOOt'f a Zeiss Axiovcn 100M ctlnfocal seanni ng 192 
micfOSl.'1lPC s lIpplcmenlcd wilh an argon/heliumloeon I:tser. 193 
Thc excilalionlemiss ion wa\'elenglhs used were 488/5 10 nm 194 
for ATC, and S68/S90nlll ror MitoA llor dye. The oc- 195 
quis ilions were reconlcd II sing pscudo-color represenla· 196 
lion. with LSM 5 Image Browser Program for conroeal 191 
microscopy. 198 

M ~( uu rt m ~ nt of ROS by D CDFH - DA jluortlu nc ~ 199 
ROS produClioo was measured by Hooresceocc us- 200 
ing ttlc ollid:nton-sensitive Huorescenl probe 1:.7'- 201 
dich lorodihydroflmn scein diacelale (OCDIlF-DA). 202 
OCDHF-DA is a cell .ptrmeanl dye Ihal . once inside Ihe ce ll . 203 
is clenved by intmcellular esterase imo ils nonnmJl'esccnl 2CM 
forrn DeDIlF. TIlis ronn, which is no longer mc mbrune 205 
permeable , may be furthcr o~ idi lcd by 1-120 2 01' Ihc hydroxyl 206 
radical, 10 its flllOfCsccnl form, OCF. Following e~ po s ure 207 
10 hypcrglycemia, RINIIISF cells were washed wilh Ilank 's 208 

balaoced sa h sollll ion (lacking phenol red) and Ihen incu- 209 
baled in lhe dark wilh lhe flllOll;!:SCCnt probe OCDHF-DA 2 10 
( lO/1M in Krebs- Ringer bicarbonalc buffer) rOl' 30min 31 2 11 
37 e and ana lYlcd wilh a Fluoroskan Aseent FL (Lab- 212 
syslcms). Allorescence emiss ion from OCF (grecn) was 213 
dell'Ctoo ala wa\'ck:nglh of 530 nm 125, 261. in IOC ]lrCseoce 21 4 
or abscnce of S /IM rotenone, 0. 1 ¡1M CCCP or lO/1M 2 15 
apocinin [27]. 216 

M /,(/Jll fr'ntt:n l ofl/U! milod wndria / lIIf'mbrant J' Of~ m i(/ 1 217 
(6 ", ,,, ,b ,. J C . / jllw rt !c~ n cf' 218 
The mitochondrial membr.lne poten!ial was sem iqllanti- 2 19 
ta lh 'ely dclcnnincd using a DcPsiperTM commcrcial kit. 220 
ro llowing Ihe proct'dure Il.'Conlmendcd by lhe ntanufac- 22 1 
IlIrer for slaíning fTM)nolaycr cclls. The Hoorescen! probc 222 
l C- 1 is a lipophilic eation Ihal scltttively accumulales 223 
wilhin Ihe milochondri31 malrix e ither as a green (.527 nm) 224 
tluorcscenl monomer at dcpolarized membrane poIen- 225 
lials or as J-al!J!;rcgales wÍ!h orange-red (S90nm) flu - 226 
oreseence al hyperpolarizcd rnembnmc polcnlinls [28]. 221 
The sarnplcs wcrc imlllC<Jiatdy analYll'd urxlcr Ihe (on- 228 
focal llIic roscol)y Zciss AxiovL'ft 100M rnicroscopc, IIS- 229 
ing 4g8 mil excilat ion and 530 and owr .580 nm ernission 230 
wavd cnglhs. 23 1 



AUTHOIfS PKOOf S 

4 

A B 

" 
• 

~ 
.. 

• 30 i • • 
~ 20 
u , 

lO 

o 
24 h 48' 
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232 Dma onlll)'sis 
233 Dala wcrc cvalua t ~-d U5tAS variancc analysis rOl" 1I1ul-
234 tiple COfnpariseAS wi lh the Sigma SIal v2.0 package 
235 (Sigma-A ldrich Co .. San Luis Missouri. USA). A P "allle 
2J6 <:0.05 was considcred significamly differenl. 

237 Results 

238 Eff('c 'ls U/hY¡1Cf6/)Wmitl (HlIIi, . ~ un 'il'll / 0/111(' R/Nm5F (I'/Is 

239 lbc RINrnSF eclls were eulturcd ill a mediulIl cO",3i lling 
240 t t or ~O ll1M glut'Qsc. AllOfIlosis W3S quantilicd Illeasur· 
241 ing CxpOSufe of phosrhmidyl.'lCrinc and by o tigonuclcoso-
242 mal DNA fragmcnlalion. Annexi n V-FITC binds lO pilos-
243 phalidylserine in Ihe presence of Ca +1 [291, which is ex-
244 posed on lhe oUler Icanel of lhe (inlacl) p13SI113 mcmbr:mc 
245 3S:ln carly m~rk e r of apoplosis. To exclude a possiblc con-
246 Iri lxuion as a lesutt of nt .. '"t"rosis, we also trC:lK'd ce tts wilh 
247 PI. (ha¡ labels lbe nucld or nonilllacl (nccrotic) cells. In-
248 creaSl,.'d mining wilh anncxin V (or FU lluorescence) alonc 
249 is indicmÍ\'c or apoplQ!;is, whereas staining wi,h both :111-

250 Aexin V and 1'1 is indicali"e or necrosis. Ouf rt:$ot ls pro\'oo 
25 1 Iba! a 48b hyperglyccmia induces an increasc in lhe posi-
252 tive ocll rale 10 Annexin-V bol ncga!i\"c lO PI. wilh a Slatisli-
253 cally significanl differencc {p < 0.001 )com¡l:lred toconlrols 
254 ( I I mM glucose) l36 ± 11 .3% :md S.08 ± 0.56%. respcc-
255 Ih'cly) (Fig. I A). Gel clcctrOl)horcsis of DNA eXlr.K"led from 
256 RI NmSFcclls (Fig. J B)eonfinncd Iha! cndonuclcolytic I)NA 

breakdown, a lale c,'cm in :lpoptosis. was pft:SCm wilh 4 8 h 257 

hypcrglyccmia. 258 
Sincc the RI NmSF cclls culturcd during 24 b undcr by- 259 

perglycemia showed no significant differeocc <IJ < O.OS) as 260 
comtJllred 10 t ontrols conceming early apopl05is in anne.xin 26 1 
V assays, in subseqUCnl upc!rilAems weshow only lbe results 262 
aftc..T 48 h iocl,lbalion. 263 

, .. 
A 

n 
IhnM JO ",,,,, 

lI.~ r' .;m 
t

i, .... 
..J ~~I ~ TI. \1 e T1. ~ !!' e 

B ,,, 
11m'" 

_ p53 

Cylocbrornt 
e 

fi6. 1 Imm"oobloltdolm;Of\of (A) ~JarJd (fI) ()"lod.rornc e in milochon­
driaI. C)'lOIOIk fraclion and loul «11 1)I0Il'" of RINIJI5f' cc lls cuh...ro in "'" 
ptam« of llllCOlt (11 01 1Om.\l) roo .$11 h SlII>«lIul ... frxI¡OOlin¡ "-as 

porrformed as dr....,bc-d ,n ,"" "M .. enal fInd ~klhod l- wnioll. ~I" prO­

... ,,, "e~ =o[\td 0fI 1O'.f SI)S· I'AGE. bIoI1td. fInd delttltd ,"i",~3 . and 

C)'to< ....... nc: e _rbodltl SI ""*",,1,,, .. ..,t . ... ..an<Iatd proItmo; 11.: 10101 

Iy.,.,; M m,tochoodrul flYl'on. e C)'loooI.e f_!lOfI, e)'! Ce qlO<tlrome 

e ilan<brd. T"" .m"""""""'o ... "'~ ...... , .. offi..., ,nd<pend<f>I "'pen· 
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264 Subcellular locarion uf 1'53 amI c)'/(J(:t.mme e rrlcase 

265 Recent studies havc shown lhallhc mi lOchondria are targets 
266 rOl' p53 during induc tiOfl o f apoplosis, p53 is translocaled 
267 10 the mi lochondria and is invo lved in lhe regu l3t ion of mi-
268 tochondrial penneability o f UIII10f eells [71. In this study. 
269 we show evidencc Ihal hyperglyce mia ilKiuces lhe mobiliza-
270 \io n o f 1'53 pro teín lo lhe mítochondria. TIIC ana lysis by 
27 1 WB delt'C ted Ihe prescoce o f th ís prolcin in the milOChon-
272 drial aOO IlOl in ¡he cylosolic frae líon of cells cul lurcd during 
273 48 h underhyperglycemic condilions (Fig. 2A). Additionally. 

MitoFluor 589 

Conh 'ol 
11 10M , Iucost 

16 h 
30 mM glucose 

24h 
30 mM glucose 

48 h 
30 mM glucose 

5 

hypcrg lycemia-induccd milochondria l pcrmcability (Fig. 5) 274 
and loo 10 eytochromc e re leasc 10 Ihe cylosol in Ihe !lame 275 
ceUs (Fig. 2B). 276 

Cmlfo(:al micrrm ~ upy I/Iwlysis of ¡¡53 ;flImeellular 277 
dis/ribuliUII 278 

To fu nher documenl lhe inlracel1 ular diSlribtnion of p53. we 279 
used co nfocal microscopy analys ís of p53 after Mito Fl uor 280 
589 labeling of the milocoond ria (Fig. 3). Thc RI N m5F (c lls 

p53 Colocaliz ation 

f'it . J. Con/ocal micrt>«"I'Y "naly!ÍS or I'S3 «di¡,ribu,i.,... and milOC""""rial "Jmin! o/ , ,,It ~ rod R I Nm ~ F ""li s in ,he fJ"'SC""( or ! Ioc<¡sc (11 M J(lrnM) 
fOf l b. 24. 300 48 h. In conlrol , only tt.. 48h 1';, lu"" j , sho ... n ,¡""~ 'lO ch.ltgc< wero f'Mllwl", OIh,,, limes. Milotlt1M ~ 89 ",.ined milochondri l .... . I>own in 
,he 6,,1 oolumn (nJ e,I/", ). TlH: ""'0000 ooIumn s.how. p5J " . ining (¡¡,..~ n col",) . oo ,he ,ltir" <tlllIl1In i"dica'es whe" 00111 . '" preSCnt l,'~ II " ... nl/or). TlH: 
RINm5F <0011 . *">w<:tl p ~3 ",,,,cin and m;loch",tdri. local<:tlIO¡:(lhe. al 24 h a,><l tt",oraslttg In n"",he, .f'cr 48 h "fh)·I>crglY«I1Ii . 
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28 1 wt:re cullUred wilh 1 1 or 30 mM glucose aOO analyzcd al 16, 
282 24, aOO 48 h, Confocal micro5copy analysis shov .. ed a clear 
283 mitochondrial locaüon of p53 after hyper¡l )'ccmia e.xposure 
284 ror 24h compared tocontrol cells (11 mM glucose). wi lh an 
285 C\'idenl incrtase al 4 8 h. 

286 Effect olh)'fwrgl)'t;"(/;(I (In ROS prodr¡e/;()fl 

2!n RINm5F cclls cullureJ uOOer h),pcrgl),cernic coodilions 
288 showcd a 2.5·fold inc rease in ¡{OS versus 00lllro15 as mea-
289 sured by DCF nuorcsccnce (R g . 4A). [n ordcr 10 delermine 
290 Iheorigin oflhcsc free radicals, thc cd ls were tremed wilh IWO 

29 1 mitochondrial inhibitors (ROIenone aOO CCCP), and wi lh lhe 
292 NAOPII oxidase inhibi lor (apocinin), before atlding lhe ROS 
293 nllOfcscenl probe. r he resull$ s!1O\V(.'tIlhal thcse inhibitors de-
294 crease lhe ROS I'roduclion, cven in lhe coolrol groop with 
m a 40% average inhibition (dala no! showed). whi le in Ihe 
296 trcaloo group5 a 66% inhibition was achieved, HO\Vever, no 
197 inhibil)o(l dilTerences were found among tlle three inhibilors 
298 (49, 44 aOO 40% in control eells aAd 62, 66 and 66% in 
299 hyperglycemia cclls lreatcd wi th rotcnonc. CCCP and al)()C-
300 inin. rcspt.'CIÍ\ocly) (Fig, 48), No addilional elTect wti found 
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wllen thecells werc trealed with thecombination ofinhibitors 30 1 
(ROIenone + CCCP 059%, CCCP + apocinin 62%, rotenone 302 
+ apocinin 6 1%), except fOl rotenone + CCCP + apocinin 303 
(73%) (Fig. 4C). 304 

Ef!el.'/ uf hypf'rgl)'ctmia OtItlre .6. 1/1",01 RINm5F celb 305 

Toasscss whcthcr hyperglyeemia. induccd apoplosis involves 306 

changes in mi lochondrial mcmbrnne potenlia1. lhe RINm5F 307 
cclls were cul tu red m high glucose ooncelllmtiOfls and .6.+ '" 308 
was rneasurcd by Je· l Ouoresccncc (Fig. 5). In I¡ve cclls, lC- 309 
I rorrns aggrcg¡llcS and cmils nuorcsccncc m 590 11 m (red), 310 

whilc lIcad ceJls with co ll~ p scd.6. "''''. JC- I emil fl uorescence 31 1 
al 530nm (groen), Green 11tlOreSCencc was ¡¡realer in cells 312 
cullured wilh 30 mM glucose (Fig. 5B) compared 10 conlrol 313 
cclls ( 1 J rnM glucose) (Fig. SAl. 314 

Dis clIssio n 315 

The dccrease in paocrcalic f1 cclls uuring chronic states of 316 
hypcrglycemia occurs IhrOllgh :tpoptOlK: mcchanisms 11 31. 
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fil. 4. Etl"ecu 01 ,I..:ow on 'noInallul .. JotOS 1'.,>1 ... 1:1000 ,n IUNm5I' cen .. (A) 1'he ..,lls .. ..,re'~ ,n MJ>t, n <'OI~a,n' " 1 II ... JOm~ 1 " .......... fOr J8h 
1OI ...... 'td by tuinin,,,;'" OCIJIU'·DA. W dlt ft~1«fttt ,,-as "",~IIKd .. ~j(l nrn . l>Ma..., upouocd .. 330nm ft~""" "",,, 11. .... ,,. ..... non" 
± S.E . .\t .. ,;,.., at~ uperi"",nto. • indicaou p < 0.001 ",Io;:n ron'I(lIIIn"1l II ' .. JO m.\1 , 1_ "lo"" .,.,. .... ''')'' A."OVA ""h rhe IIoIIf<m)nl Iot$j (B) 
II.tN0n5f ce!!1 wcte incubaocd in 1I.f'.\t1 roootainin, 3Om..\1 ¡J1IC'Oft rOl J8 h in Iht obotllCC ... "",atllC'lO ...... """MIl< (11). ("(."{"I' (e). """",n,n (A) (C) 01 "',110 I 
o:cn-bOllllion 01" ...... inhibiun . o.u.., uprused al 5JOnno nllOfUCClICC ... itsofl:Cf. lI.uulu 1ft I ""' ... ± S E.M. '" ' h~ otporaor ". ,"'" ........ "OOICllIr 
P < 0.001 lO""" ~'" YII, " ,,,,, ialoibllOl ond ,,"houo ",hibioor (-tl"H) and" indic .... p « 0.001 "'-hen"""",","", yo. botr"'«n ¡ f""" w .. n, OIIe'''''Y 
A'!«NA ",',110 .... lIonr~rrono .... 



AUTHOR'S PROOFS 

7 

A B 

UiSla llft(Jl m) 

R~_ 5. Eff"". of hyprrglye<:mia on 6~. in R I Nm~ F cel'" n.. « lb "'.re .xpo .. d ror 4gh.o (A) 11 or (B) lO,n M ~ Iox o .. , "ud lhe otlec. upoo 6", .. wa. 
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317 Howe\'er. Ihe exact mcchanism by which hypcrglycemia in· cells cultured under hyperglycemic condi lions for 24 and 336 

'" duces fJ cell death is currenlly un" nown. Recenl studies on 48 h, lhe p53 prolcin nlOl'l.'d towards Ihe milochondria. En· H7 
319 Ihis topic ha l'c focu sed on milochondrial melabolism as Ihe dogenous p53 prcsenl in Ihe milochondria was idell1 itlcd by 338 

'20 main sourcc for ROS and its role in 3poptosis [JO]. in ,titu irnrnunoflu orcsecnce of who1c ce lls aflcr 24 and 48 h )39 

'21 In our sludy. we found lhat R1 Nm5F cel lscuhurcd in a high of hypcrglycemia . Confocal analys is showcd lhal 3 signifi - ,,,, 
322 glucosc mcdium (30mM) for 16 h. had no hiochemical nor cant amount of p53 is found in Ihe milochondria al 24 h. wi th ~ 4 1 

313 morphologica l changes consistenl wi th 3poptosis. The eX 'er- an imponanl increase al 48 h. The 1lI0bil ization of p53 lO Ihe 341 
J24 nali1.alion ofphosphatidylserinc and DNA oligonudeosomal milochondria al 24 h of hypcrglycemia in Ihe RINm5F cells YO 
325 fragmenlm ion. characlcristic e\'enls of apoptotic ccll deach. was an early evenl rc lated 10 phosphJtydyl scrinc tmnslo- '" 326 " 'cre seen al 48 h of hyperglycemia. cation a ",ell acccpu .. 'd carly CVCnl of lhe apoplolic proccss. 345 
J27 During lhe process of apoplosis. the milochondria play In ad(lition. lhe p53 Iransloc:lI ion al 411 h coiocidcd with Ihc 346 
328 11 cenlral role in loc execulion phasc Sloring ccn dcalh· decrcase in t::."¡' .. . cylochrome c rclcase and nuc lear DNA '" Jl9 act ivalors and efTeclors. which are rcleased when membranc fragmcnlal ion. 34R 
'Ji) pcrmeabilily changcs. soch ascylochrome c. During Ihis pro. Dur results suggeM lhal milochondrial p53 is par! ora dem h 349 
,3> ccss Ihere is a Iranslocal ion of signaling prOleins and effeclor signaling p.1lhway in RI Nm5F eel ls uOOcr hyperglycernic "0 
332 rnolecules betwecn Ihe nudCIlS, cyloplasm. and milochon· comli tions. Previous sllIdies condUClcd by Mih;lnl 1'1 (11. [7]. ", 
m dria. The rnobil izmion of proapoptic proteins lowards Ihe mi· in tumor cclls have shown Ihal Ihe rclcase of cylochromc ~52 

' 34 lochondria promOles Ihe dysfunction of this organellt: [3 1]. e is a resul! of Ihe p53 Iranslocation towards the eXlcr· 353 
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, 
mitochOlldria illCubated ill the presc llce of rnouse p53, alld 
found thot 90% of eylochrornc c was rc lcascd with in lhe first 
30 mili. On the other hand, lhe collapse of .o. \1.1 .. i5 a key el­
emellt for lhe release of proapoplodc mílochondrial faclors 
130], Our resu lts show Ihat hyperglycemia induces apoptosis 
of pallCre:uic P cells. possibly Ihroogh the mobiliulio ll of 
lhe 1'53 protein 10 lhe mitochondrial mcmbr.llle aOO .0.""' .. 
decrease. 

Thcexact nalur.:: ofllle changes induced by 1'53 al the mito­
ehondriallcvel is unlmowlI, ahhoogh two possihi lilies have 
becn hypothesized. O ne possibil ily is 11'1:11 lhe p53 prolein 
produces a&gregales wilh members of Bcl·2 family 17, 32]. 
On Iht OIher hand, lhe apoplosis proccss in response to p53 
depcnds on an illerease in ROS produetion which alters mi· 
lochondrial permcabili ty aOO a llow5 the release of apoplo tic 
foclors. It has bccn previously shown Ihal ox idalive SlresS 
induces p53 expression \331 and Ihal ¡his protein uimu­
lales ROS produclion 134]lhroogh lhe OCl ivalion of genes 
associated wilh!he rnelabolism of lhese radicals 15, 35]. Un­
der IhesecircumUallCe5. 1'53 inducescdl aging aOO !heapop­
totic response is seen whcn Ihcrc is an m'erproduclion of ROS 
fmm an addi lional slimulus, which in lhe Case of pancreatic 
¡¡ ce lls COlIld be a ehronic stale of hypcrglycemia. The bio­
chemical mechanism behind glyOOloxic ily invol\'es a Slale of 
chronic oxid:uive stress. P:lllCreatic ¡¡ cc lls are pMlicularly 
sensitive 10 il s dTocls 1 15. 36]. 11 h:ls bt.'Cn previously shown 
Ihal in scveral ccllliocs, hypcrglyccmia ill(;rea.scs lhe produc­
tion of ROS. evcn wi lhin ~ pcriods 50ch as 15min 111. 
18,31]. Our rcsul ts show Ihal Ihe illCubalion ofRINm5F cells 
undcr hypcrglycemic condilions (JO mM glocosc) for a 48 h 
pcriod produces an importam increase in ROS prodoclion. as 
moch as 2.5 fold eompared locomrols. Tbe inhibilionof ROS 
production in lhe presellCe of rotenone aOO CCCI) revcaled 
th:lllheox)d:l1iveSlress generated by hyperglyremia isduc. al 
least part ly. toan iocrca.sc in lhe produclion oflhe supcroxide 
anion Ihroug,h the milochondrial c!t'CltOn-trnnsport chain 126. 
38]. II is also known Ihal apocinin dccrcascs about 89% su­
peroxidc an ion produClion in endothel ial ce ll cullu res ulJder 
hypcrglyccmic condi lions 121]. In our sludy. we also found 
Ihal apocinin decrcases ROS produclion. al lhough lhis cfft'Ct 
was 00( Slalistically differcnt from milochondrial illhibilors. 
A similar cffocl was seen whcn ROS was quamifkd in lile 
prescnce of a combin3lion of mhibilors. This suggests Ihal 
!he activalion of lhe NADPI I oxidase syslem significantly 
conlribules along wi lh ¡he milochoOOria 10 oxidali\'c slress in 
RINm5F cellscuhured wilh 30 111M gluoose. Theseresuhsarc 
consistenl wilh lhost published by Olivicra fI (1/.139]. Thcy 
s.howed the prcscnce of NADPH oxidllSC syslcm in Tal ¡>'111-
crenl ic /l and HlT-TI 5 cclls. and describcd its ro le in 1120 2 
Ilroduction. 1ñc rolc of NADI' H oxidasc in the Ilancrcatic 
/f cells is ui ll undefined, allhough givell Ihe importance of 
lhe fn.'o! radicals in several signaling p:tthways uoocr physi­
oIogical coooilions. such as lhe mobili7,3 lion of Ca~2. sorne 

aulhors havc suggcswd il is involved in lhe ¡nsulín sccrction 
mcchanism 139]. 

Conclusion 

Our resu lts suggesl, Ihat!he mobili:wtion uf pS3 from lhe cy­
IOlllasm 10 lhe milochoodria aOO lhe changcs in mitochoOOrial 
mcmbnmc potential ar.:: in\'Oln:d in ¡he DjXlpl:os is indutlion 
mechanism of lhe /l ccll during oxidalive uress produccd by 
hypcrglyccmia. 
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