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LA FORMACION DEL COMPLEJO p53-PARP-1Y LA POLI (ADP —

RIBOSILACION) DE p53 EN CELULAS RINmM5F POR EFECTO DE

HIPERGLUCEMIA'Y SU RELACION CON EL INDICE DE
APOPTOSIS.

RESUMEN

El estado crénico de hiperglucemia, caracteristico de la DT2 conduce a alteraciones
metabolicas, que incluyen la activacién de varias enzimas, las cuales pueden estimular a
su vez, cambios en la estructura de diversas moléculas y contribuir a la muerte de las
células B pancreaticas y de la misma forma a las complicaciones tardias de esta
enfermedad. Algunas de las proteinas que se activan después del dafio en el DNA son
p53 y PARP, se cree que ambas interaccionan para desencadenar la muerte por
apoptosis de la célula beta, a través de la adicion de ribosas a p53 lo que posiblemente
incrementa su actividad bioldgica. Hecho que permitiria que una porcion de p53 se
desplazara hacia la mitocondria y unirse a proteinas anti apoptdticas de la familia bcl2,
lo que permitiria la activacion de proteinas pro apoptoticas como BAX y BAK. Estas
proteinas contribuyen a la formacién de poros en la mitocondria, que permiten la salida
de citocromo c, entre otras moléculas. Por otro lado, el incremento de ERO debido a la
hiperglucemia y a la ineficacia de los sistema antioxidantes, causa severos dafios a la
célula, Estos eventos pueden conducir a la célula p hacia la muerte por apoptosis (via
intrinseca). Por lo que el objetivo del presente trabajo fue evaluar la poli-ADP-
ribosilacion de p53; la formacion del complejo p53-PARP-1 y la induccion de apoptosis
en células RINm5F tratadas con concentraciones altas de glucosa. Para cubrir el
objetivo se cultivaron células RINm5F en presencia de alta glucosa (30 mM, a
diferentes tiempos), después del tratamiento se obtuvieron las fracciones celulares
(nuclear y citosolica), se cuantificaron las proteinas y mediante western blot se
identificd el complejo p53-PARP, la poli ADP ribosilacion de p53. También se
cuantificd la concentracion de NAD™ y de NADH por espectrofotometria. Ademas, se
comprobaron las caracteristicas ineludibles de apoptosis como: fragmentacion

oligonucleosomal del DNA y la ruptura de PARP.
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Los resultados mostraron que en las células RINm5F cultivadas con alta glucosa (30
mM) se favorece la interaccion p53-PARP vy la adicion de residuos de ADP-ribosa a
p53, lo que contribuye a incrementar su vida media y su actividad bioldgica. Estos
eventos coincidieron con el aumento en la tasa de apoptosis en células RINm5F, como
se demuestra por la presencia de fragmentos oligonucleosomales de DNA a partir de 24
h de cultivo en estas condiciones. La actividad de la enzima poli(ADP-ribosa)
polimerasa (PARP) y la acumulacion de p53 se inducen por el dafio en el DNA, y
ambas han sido implicadas en la respuesta celular normal a tales dafios, como es la
activacion de los mecanismos apoptdticos (Simbulan-Rosenthal, 1998). La molécula de
PARP se une al DNA dafado y cataliza la transferencia de unidades de ADP-ribosa a
partir del NAD", a si misma y a otras proteinas nucleares como p53, iniciando asi la
sintesis del polimero pADPr. Sin embargo, la fragmentacion de PARP por accion de la
caspasa 3, también constituye un marcador adicional de apoptosis, en este estudio la
fragmentacion de PARP se hizo evidente a partir de 24 h. Con base en estos resultados
se decidié estudiar la concentracién e integridad de PARP y la poli ADP ribosilacién de
p53 a tiempos mas cortos (2, 4, 8, 16 h). Se observo que la integridad de PARP y su
actividad se estimulan por concentraciones altas de glucosa y que estas se mantienen
hasta las 16 h, lo que favorece la poli ADP ribosilacion de p53 hasta las 24 h, momento
en que comienza a disminuir y se incrementa la degradacion de PARP. Lo que
demuestra que la poli-ADP-ribosilacion de p53 es una respuesta temprana en
condiciones de alta glucosa que pudiera contribuir a la estabilidad de la proteina y

probablemente a su movilizacion hacia a la mitocondria.

La concentracion intracelular de NAD™ es de vital importancia para la actividad de
PARP, ya que determina el tamafio del polimero ADP-ribosa (reaccién de
polimerizacion), por lo que cuando se induce un aumento en la activacion de PARP, se
observa una importante disminucion en las concentraciones de NAD™, las cuales tienen
un efecto directo en el aporte energético a la célula, siendo motivo suficiente para
iniciar el proceso de muerte (West, 2000). Nuestros resultados muestran que en las
células RINm5F cultivadas con alta glucosa se presenta una disminucion significativa
de las concentraciones de NAD™ y un incremento en la concentracion de NADH, lo que
también modifico la relacion NAD'/NADH. Sin embargo, los cambios en los
nucleotidos de niacinamida en estas condiciones, aparentemente no estan relacionados

con la sobreactivacion de PARP, dado que ésta se degrada y disminuye su actividad a
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partir de 24 h. La disminucion en la relacion NAD*/NADH, se debe al incremento de
NADH, lo cual tiene consecuencias severas en el metabolismo celular, uno de los mas

importantes relacionados con la hiperglucemia es el aumento en la produccion de ERO.

Con base en estos resultados podemos concluir que la presencia de alta glucosa y el
estrés oxidativo derivado de esta situacion, conducen a la activacion de PARP y a la
adicion de residuos de ADP-ribosa que podria contribuir a la preservacion y activacion
de la proteina p53 para la induccion de apoptosis en las células RINmM5F, aunado a los

cambios redox dados por la relacion NAD*/NADH en condiciones de alta glucosa.
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1. INTRODUCION

En los ultimos afios el nimero de personas con diabetes se ha incrementado velozmente.
La Diabetes es una enfermedad metabolica degenerativa con dependencia genética,
ligada a malos habitos alimenticios sedentarismo y sobrepeso, su deteccion es mediante

la medicidn de los niveles de glucosa en sangre. (Gonzales et al., 2009).

La diabetes mellitus comprende un grupo heterogéneo de desordenes hiperglucémicos
que afectan al metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas, asociada a una
deficiencia absoluta o relativa de insulina, con grados variables de resistencia a ésta
(Giogino et al., 2005).

Existen varios tipos de diabetes, siendo el de mayor relevancia en cuanto a
epidemiologia, la diabetes tipo 2 (DT2), un sindrome caracterizado por trastornos
metabdlicos generalizados en el cual, el factor dominante es una hiperglucemia cronica.

En dicho padecimiento se centra esta investigacion.

La produccion exacerbada de especies reactivas de oxigeno (ERO) y el estado de estrés
oxidativo constituyen dos caracteristicas importantes en el paciente diabético
descompensado, debido a las altas concentraciones de glucosa (30 mM) (Evans et al.,
2002; Sakai et al., 2002; Brownlee et al., 2005; West, 2000). Estudios in vitro e in vivo
han demostrado que la exposicion a niveles altos de glucosa provoca el deterioro de la
funcion de las células B (kaneto et al., 1999; Marshak et al., 1999; Kahn et al., 2001;
Evans et al., 2003) e incrementa la tasa de apoptosis lo que genera la pérdida de masa
pancreatica (kahn et al., 2001; Butler et al., 2003; Koo et al., 2011). Ademas, los
pacientes con DT2 estan sujetos a estrés oxidativo cronico (Robertson et al., 2004), que
aunado a que el pancreas cuenta con un sistema de defensa intrinseca relativamente
débil contra el estrés oxidativo (Kaneto et al., 1999), favorecen la pérdida de la masa de
células B (West, 2000).

Entre los dafios causados por ERO y el estrés oxidativo, destacan los cambios
biomoléculares, como en las proteinas de las células B pancreaticas (Diaz-Flores et al.,
2007), que pueden inducir la muerte por apoptosis via intrinseca (Schuler et al., 2000).
Entre las proteinas que pueden presentar alteraciones se encuentra p53. La proteina p53

se activa cuando existen dafios en el DNA por diferentes estimulos estresantes. Las
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funciones de p53 estan reguladas por diversos cambios postraduccionales (acetilacion,
fosforilacion,  metilacién,  ubiquitinacion, 'y  poli-ADP-ribosilacion).  Estas
modificaciones ademas, pueden prolongar la vida media de p53, que normalmente es
corta (aprox. 20 min), al evitar su reconocimiento por la proteina Mdm-2, encargada de
presentarla al sistema de degradacién mediado por proteosomas (Waning et al., 2010).
Esta reportado que la poli-ADP-ribosilacion incrementa la vida media de p53 (Won et
al., 2006). Cuando existe un dafio en el DNA, la enzima nuclear poli-ADP-ribosa
polimerasa (PARP) inicia un ciclo de transferencia de unidades de ADP-ribosa a varias

proteinas nucleares a partir del consumo de NAD"y de ATP (Pacher et al., 2002).

En la Unidad de Investigacion Médica en Bioquimica, Hospital de Especialidades
Centro Medico Nacional Siglo XXI, se ha demostro que la proteina p53, se traslada
desde el citosol hasta la mitocondria durante la apoptosis via intrinseca de las células
RINmSF (células B procedentes de pancreas de rata), cultivadas con concentraciones
altas de glucosa (30 mM) este evento se relaciono con el aumento de ERO, alteraciones
en la permeabilidad mitocondrial y liberacion de citocromo c¢ (Ortega et al., 2006). La
translocacion de p53 a la mitocondria también se ha reportado en células tratadas con

radiaciones ultravioleta (Mihara et al., 2003).

Estudios con modelos animales, han demostrado que la sobre activacion de PARP,
representa un importante mecanismo de dafio de tejidos en diferentes condiciones
patologicas asociadas con estrés oxidativo (Xia et al., 2009; Pacher et al., 2002),
incluyendo la destruccion de células B de islotes pancreaticos desde los primeros
indicios de diabetes asi como en alteraciones de la funcion endotelial en modelos de
diabetes con estreptozotocina (Pacher et al., 2002). Este trabajo de investigacion tiene
como finalidad establecer la relacién entre la poli-ADP-ribosilacion de p53 y la
induccion de apoptosis en células RINm5F cultivadas con altas concentraciones de

glucosa.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Epidemiologia De Diabetes

A nivel mundial en 1985, se estim6 que existian 30 millones de personas con diabetes,
para 1995 esta cifra ascendié a 135 millones de pacientes diabéticos y se esperan
alrededor de 300 millones para el afio 2025. Entre los afios 1995 y 2025 se ha estimado
un incremento de 35% en la prevalencia. Predomina el sexo femenino y es mas

frecuente en el grupo de edad de 45 a 64 afios (Moreno, 2001).

En México de acuerdo con resultados de la Encuesta Nacional de Salud 2000 (ENSA),
la prevalencia de diabetes mellitus en hombres y mujeres adultos de mas de 20 afos fue
de 7.5% y se encontraba entre las tres primeras causas de muerte de los adultos
mayores, 14 y 19% en hombres y mujeres, respectivamente (ENSA, 2000). En la Fig.1
se muestra el porcentaje de diabetes en México en el afio 2001 en un rango de edad de
20 a 69 afios. La diabetes es la principal causa de demanda de consulta externa en
instituciones publicas y privadas y uno de los principales motivos para la
hospitalizacién. Es mas frecuente en el medio urbano (63%) que en el rural (37%), en la
Fig. 2 se muestra el porcentaje de mortalidad de personas con DM en el afio 2001
(Moreno, 2001).

Un promedio de

300,000 casos

294,198 Nacional enfermedad

casos de coronaria.
diabetes tipo 2 ‘
diagnosticados ‘ ' 45% Retinopatia

en el 2001 4 diabética

A A7 (Estimaciones
f omSs)

49,954
defunciones 112,680 Egresos
en el 2001 N hospitalarios

directos

Fig.1. Porcentaje de diabetes en México 2001. El 8.2% de la poblacion mexicana de entre 20 y 69 afios la
padece y cerca de 30% de los individuos afectados, desconoce que la tiene. Esto significa que en nuestro
pais existen de cinco a seis millones de personas enfermas, de las cuales poco méas de un milldn no han
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sido diagnosticadas. Este hecho impide que los individuos que busquen tratamiento, o sabiéndose
enfermos, no acudan a los servicios de salud, o lo hagan de manera irregular (SSA, DGE., 2001).

P 3
wew Baja

- Media
-Alta

Tasa Nacional
49.46

Fig. 2. Tasa de mortalidad causada por diabetes por cada 100 mil habitantes 2001. Anualmente se
registran alrededor de 300 mil personas diabéticas y fallecen 40 mil aproximadamente. Por cada diabético
gue muere se detectan 13 nuevos casos. La mortalidad por DM es mayor en los estados del Norte que en
los del Sur, los del Centro tienen un comportamiento intermedio y el DF se comporta como los Estados
del Norte, es mas frecuente en los grupos sociales con estilo de vida urbano (SSA,GDE.,2001).

Para el 2005 Mexico ocupaba el décimo lugar a nivel mundial con un alto indice de
personas con diabetes y se estima que para el afio 2030 tenga el séptimo puesto (INEGI,
2005). Para el 2006, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) reportd
una incidencia del 14%, lo que representa un total de 8 millones de personas con
diabetes (ENSANUT, 2006).

2.2 Definicion de Diabetes y Su Clasificacion

La diabetes mellitus es una enfermedad metabdlica caracterizada por altos niveles de
azucar en sangre, como resultado de defectos en la secrecion o accion de la insulina
(Koo et al, 2011). Esta comprende un grupo heterogéneo de desordenes
hiperglucémicos con dependencia genética que afecta al metabolismo de carbohidratos,
lipidos y proteinas, asociada a una deficiencia absoluta o relativa de insulina, con grados

variables de resistencia a ésta (Giogino et al., 2005).
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Existen varios tipos de diabetes, en 2004 la Asociacion Americana de Diabetes,
establecio la clasificacion de diabetes de acuerdo a su fisiopatologia en 4 categorias
principales, entre las mas importantes la diabetes tipo 1 (DT1) y tipo 2 (DT2), siendo
esta Gltima la de mayor relevancia en cuanto a epidemiologia. Mas del 90% de los
pacientes diabéticos sufren DT2, esta es una enfermedad progresiva con inicio en edad
adulta (Koo et al., 2011).

La DT1 es llamada dependiente de insulina y se distingue por la destruccion selectiva de
células B por apoptosis a través de procesos autoinmunes (Koo et al., 2011) y ausencia
absoluta de insulina, por lo que es necesario que a las personas con este padecimiento se
les administre esta hormona. La DT1 se presenta con mayor frecuencia durante la

infancia (aunque también puede ocurrir en adultos) (ADA, 2004)

La DT2, se considera no insulino dependiente (Koo et al., 2011) y se caracteriza porque
el pancreas continta produciendo insulina en las primeras etapas de la enfermedad
(ADA, 2004) y comunmente se acompafia de resistencia a la insulina (ADA, 2004). La
glucosa tiene como principales érganos blanco al tejido adiposo, musculo e higado, en
este padecimiento estos o6rganos responden pobremente a su actividad (Koo et al.,
2011). La resistencia a la insulina se encuentra habitualmente vinculada con otras
comorbilidades como la hipertension arterial y obesidad, e influenciado por los habitos
y estilo de vida tales como la ingestion exagerada de grasas saturadas y el sedentarismo
(ADA, 2004), ademas de una reduccion en sintesis y secrecion de insulina causada por
la disfuncion y pérdida de las células B pancreaticas con tendencia progresiva, cronica e
irreversible. (Koo et al., 2011; ADA, 2004). La DT2 tiene mayor prevalencia en adultos
(ADA, 2004).

Los factores de riesgo para desarrollar Diabetes se incrementan con la edad, la falta de
actividad fisica, la presencia de diabetes gestacional, entre otras; ademéas asociado con
una fuerte predisposicion genética (The Expert Committee on the Diagnosis and
Classification of Diabetes Mellitus, 2003).

La diabetes estd asociada con complicaciones a largo plazo como retinopatia,
neuropatia, nefropatia y problemas vasculares (Sheetz y King, 2002). Los sintomas de
diabetes estan descritos por las 4Ps: Poliuria, secrecion y emision extremadamente
abundantes de orina; Polidipsia, sed excesiva; Polifagia, hambre voraz o excesiva y

Pérdida inexplicable de peso. Ademas de una glicemia casual (a cualquier hora del dia
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sin relacion con el tiempo transcurrido desde la Gltima ingesta de alimentos o bebidas)
medida en plasma venoso > a 200 mg/dl (11.1 mmol/l). Glicemia en ayunas (definida
como un periodo sin ingesta calorica de por 1o menos 8 horas) medida en plasma venoso
> a 126 mg/dl (7 mmol/l). Glicemia 2 horas después de una carga de glucosa, durante
una prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG), medida en plasma venoso > a 200
mg/dl (11.1 mmol/l) (ADA, 2004). Aunque ésta se puede presentar de forma
asintomatica, por lo que el diagnostico es dictado meses e incluso afios después del
inicio de la enfermedad. Sin embargo, el Comité de Expertos (The Expert Committee on
the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus, 1997 y The Expert Committee on
the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus, 2003), reconocié un grupo
intermedio de sujetos (prediabéticos) cuyos niveles de glucosa no pertenecia al grupo de
criterios para diabetes, pero que el nivel de glucosa es alto para ser considerado normal.

Este grupo esta definido en la siguiente Cuadro.

Cuadro |. Valores de glucosa en sangre y su diagnostico. The Expert (Committee on the Diagnosis and
Classification of Diabetes Mellitus, 2003)

Glucosa plasmatica en | Glucosa 2 h después en una

ayunas (FPG) prueba de tolerancia a la
glucosa Diagnostico
<100 mg/dI (5.6 mmol/l) <140 mg/dI (7.8 mmol/l) Normal

100-125 mg/dl (5.6-6.9 | 140-199 mg/dI (7.8-11.1 | Glucosa alterada en condiciones de
mmol/dI mmol/dI ayuno (IFG)./  Glucosa alta al

consumir glucosa 2 h antes.

>126 mg/dl (7.0 mmol/l) >200 mg/dl (11.1 mmol/Il) Diagnéstico provisional de Diabetes
(prediabetes). Necesita ser
confirmada

2.3 Anatomia y Fisiologia del Pancreas

El pancreas es una glandula mixta de color gris rojizo y amarillento, se encuentra a la
altura de la primera y segunda vertebras lumbares y por detrds del estomago y esta

cruzado por la linea transpildrica, su forma asemeja un martillo y se divide en
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porciones, cabeza, que se extiende hacia la derecha y esta circundado por el asa
duodenal, cuerpo, que se extiende horizontalmente hacia la izquierda, y cola, que se
encuentra en contacto con el bazo (Crafts, 1989). Mide entre 16 y 20 cm de largo, de 4 a
5 cm de alto y de 2 a 3 cm de espesor en su cuerpo, su peso varia entre 60 y 90 gramos
(Gray, 2010).

Esta glandula desempefia dos funciones una exocrina y una endocrina. Las secreciones
exocrinas del pancreas son importantes en la digestion. El jugo pancreatico consta de un
componente acuoso, rico en bicarbonato, que ayuda a neutralizar el contenido duodenal
y un componente enzimatico, para la digestion de carbohidratos, proteinas y grasas. La
secrecion exocrina del pancreas estd controlada por sefiales nerviosas y hormonales
originadas sobre todo por la presencia de acido y productos de digestion en el duodeno.
Las secreciones endocrinas estdn dadas por los islotes de Langerhans que secretan

hormonas que interactian y regulan el metabolismo (Ganong, 2010).

En el humano, el pancreas cuenta con uno o dos millones de islotes de Langerhans, lo
que corresponde entre 3 y 5% de la masa pancreatica total, distribuidos de una forma
aleatoria. Se encuentran organizados en torno a pequefios capilares, hacia los que
vierten sus hormonas. La localizacion de los islotes esta relacionada con su ontogenia,
el desarrollo de islotes comienza a las 10 semanas de gestacion y se cree continua hasta
la nifiez (Booner—Weir, 2000).

Los islotes estan constituidos por cuatro tipos fundamentales de células: células 3
secretoras de insulina y amilina, que representan entre el 60 y 80% de la masa total del
islote, células a secretoras de glucagon 17%, células & secretoras de somatostatina 7% y
células PP productoras de polipéptido pancreatico (McClenaghan, 2007). Las cuales
liberan sus secreciones dentro de la vena pancreatica que después se une a la vena
portal. Estas hormonas tienen diversas funciones en el organismo, entre las que destacan
la regulacion del metabolismo de carbohidratos. La masa de células B pancreaticas en el
adulto esta regulada por tres mecanismos: 1) replicacion; 2) neogénesis; 3) apoptosis.
La suma de los primeros menos la tercera da como resultado la masa total de células f3
pancreaticas. La contribucion de cada de uno de ellos es variable y puede cambiar en las
diferentes etapas de la vida de acuerdo con cambios en la demanda metabdlica (Rhodes,
2005).
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2.4 Célula B y su Fisiologia

En el pancreas se localizan los islotes constituidos principalmente por células B, las
cuales se encargan de sintetizar y secretar insulina en respuesta a los nutrientes
principalmente glucosa circulante y otros secretagogos como: Axedina-4,
glibenclamida, leucina, etc. (Ravassard, 2011). Las células B tienen la capacidad incluso
de responder a cambios sutiles en la concentracion de glucosa. Diversas moléculas estan
involucradas en el mecanismo de secrecion de la insulina, aunque la produccion de ATP
es uno de los eventos mas importantes. Las alteraciones en la tasa de secrecion de
insulina se presentan durante el desarrollo del sindrome metabdlico, resistencia a la
insulina, obesidad y DT2. En estas condiciones muchos érganos y tejidos se ven
afectados, al no disponer de glucosa para su metabolismo, situacién que promueve que
las células B pancreaticas aumenten la tasa de secrecion de insulina, lo que conduce a un
estado de hiperinsulinemia y resistencia a la insulina. Las células B tienen gran
capacidad de adaptacion a la carga metabolica aun en condiciones de obesidad y
resistencia a la insulina, sin embargo si estas condiciones persisten puede ocurrir una
diminucidn progresiva en la masa celular, debido probablemente a que la hiperglucemia
postprandial e hiperlipidemia conducen a un estado de glucolipotoxicidad, con la
subsecuente activacion de mecanismos que incrementan la tasa de apoptosis de las
células B, hecho que puede coincidir con el inicio de DT2 (Gonzalez et al., 2009; Ortega
etal., 2009).

2.5 Captacion de glucosa a la célula p

La glucosa penetra a la célula por difusion facilitada, o al intestino y los rifiones por
transporte activo secundario por sodio. En musculos, grasa y otros tejidos, la insulina
estimula el ingreso de glucosa a las células, al incrementar el nimero de transportadores

de dicho carbohidrato en la membrana celular.

Los tranportadores de glucosa (GLUT) que acttan por difusion facilitada a través de las
membranas celulares, son una familia de proteinas muy similares que abarcan 12 veces
la membrana celular y que dentro de la célula muestran sus terminaciones amino y

carboxilo. Se han identificado 7 transportadores de glucosa representados en el Cuadro
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I1. Estos contienen 492 a 524 residuos de aminoacidos y varia su afinidad por la glucosa
(Ganong, 2010)

Cuadro Il. Transportadores de glucosa. (Ganong, 2010; Bermudez et al., 2007)

FUNCION SITIOS PRINCIPALES DE

EXPRESION
GLUT1 Captacion basal de glucosa Placenta, barrera hematoencefalica,
encéfalo, eritrocitos, rifiones

espermatozoides y otros 6rganos.

GLUT?2 Censor de glucosa por la célula B, salida desde células epiteliales | Células B, higado, células epiteliales del

intestinales y renales intestino delgado, rifiones y

espermatozoides.

GLUT3 Captacion basal de glucosa Encéfalo, placenta, rifilones y otros
6rganos.
GLUT 4 Captacion de glucosa estimulada por insulina Miocardio y musculo de fibra estriada,

tejido adiposo y otros tejidos.

GLUT5 Transporte de fructosa Intestino  delgado, yeyuno  musculo

esquelético, testiculo, rifién,  tejido

adiposo, cerebro y espermatozoides.

GLUT6 Ninguna Seudogén

GLUT7 Transportador de glucosa 6 fosfato en el reticulo endoplasmico Higado, otros tejidos.

La via normal por la que la glucosa induce la secrecién de insulina, comienza con el
transporte de glucosa hacia el interior de la célula B por medio de GLUT-2. La
fosforilacion de glucosa en glucosa-6-fosfato por la glucocinasa y el metabolismo
posterior, que implica la FAD-glicerofosfato deshidrogenasa (GDH) mitocondrial,
resulta en la generacion 6ptima de ATP. El aumento de ATP/ADP celular, el cierre de

ATP

los canales de K* sensibles a ATP (K-*™) y el incremento intracelular de Ca®" activan

la maquinaria de exocitosis que culmina en la secrecién de insulina (Flatt et al., 1997).

2.6 Mecanismos De Secrecion De Insulina

Las células  del pancreas controlan de manera fina la sintesis y secrecion de insulina en
respuesta a la ingesta de alimentos. Estas células utilizan la concentracion de glucosa
circulante como un detector del estado nutricional. La glucosa estimula una elevacién

de los niveles de mRNA de insulina en células B en cultivo, esto se debe al incremento
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en la transcripcion del gen, de la maduraciéon del pre mRNA y a la disminucion en la
degradacion del mRNA de insulina. La insulina est4 contenida en granulos de secrecion
localizados en las células B pancreaticas, formados en el complejo de Golgi como
proinsulina (granulos inmaduros). Los granulos de secrecion se han localizado en tres
pozas:. una cercana a la membrana plasmatica con capacidad de secretar insulina
inmediatamente y otras dos en el interior de las células una de ellas que se puede
movilizar para liberar insulina y una mas que constituye la poza de reserva. La glucosa
estimula la movilizacion de los granulos, del interior hacia la superficie de la célula y
también de pozas localizadas justamente bajo la superficie celular. Las células P
contienen una cantidad constante de insulina y presentan un balance controlado entre la
secrecion de insulina, biosintesis de proinsulina y degradacion de los granulos. Cuando
la glucosa extracelular se eleva, los transportadores de glucosa tipo 2 (GLUTZ2), en la
superficie de las células B facilitan su incorporacidon hacia su interior. La glucosa se
metaboliza por la via glucolitica, en donde la etapa limitante es la fosforilaciéon de la
glucosa para formar glucosa-6-fosfato. Cuando la tasa de fosforilacion se incrementa
por aumento de la enzima hexocinasa 1, se acelera la glucolisis y el promotor de
insulina se activa (LeRoith et al., 2000). Como consecuencia del metabolismo de la
glucosa, aumentan el ATP y la relacién ATP/ADP, lo que induce el cierre de los canales
Katp y con la despolarizacién de la membrana celular, los canales de Ca®* se abren e
incrementan la concentracién de Ca** intracelular. La respuesta a esta elevacion del
calcio provoca que algunos granulos acoplados y dispuestos, se fusionen y liberen
insulina y que otros granulos se movilicen hacia la superficie. La secrecién de insulina
se da en dos fases, en la primera se libera la insulina de la poza cercana a la membrana
plasmatica. El primer pico se presenta de los 5 a 10 minutos después del estimulo con
glucosa, seguida por una disminucién en la secrecién, sin que los niveles de insulina
regresen a su valor basal después se eleva gradualmente, siempre que la glucosa esté
presente (segunda fase). Esta segunda fase ocurre solo con estimulos de nutrientes y
aparentemente representa la secrecion de aquellos granulos que se han movilizado para
sustituir a los que ya estan listos para liberar rapidamente la insulina. La liberacion de
insulina es pulsatil y se acompafia de oscilaciones en la concentracién de Ca’*

citoplasmico (Bergsten, 1998).
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2.7 Mitocondria y Estrés Oxidativo en células p

La mitocondria es un organelo citoplasmatico cuyo nombre proviene del griego mito
(hilo) chondros (cartilago). Las mitocondrias presentan una estructura con dos
compartimentos bien definidos matriz y espacio intermembranal delimitados por dos
membranas interna y externa con caracteristicas morfoldgicas, funcionales y de
permeabilidad muy diferentes. La membrana interna se caracteriza morfolégicamente
por presentar invaginaciones (crestas) con multitud de complejos enzimaticos y
proteinas que regulan el paso de metabolitos. Esta membrana resulta especialmente
impermeable a iones, debido a su alto contenido en el fosfolipido cardiolipina y a la
gran cantidad de bombas y transportadores especificos. Por el contrario, la membrana
externa carece de crestas y, en condiciones fisioldgicas, su permeabilidad es menos
selectiva, gracias a la presencia de una proteina denominada porina o canal aniénico
dependiente de voltaje (VDAC) que permite el paso de iones y metabolitos con pesos

moleculares inferiores a 6.000 Da (Tornero y Jordan, 2002).

Las mitocondrias tienen una funcion esencial en el aporte de energia para la célula,
proveniente de los carbohidratos contenidos en los alimentos, a través de la
fosforilacion oxidativa. Las mitocondrias poseen la enzima piruvato deshidrogenasa, las
enzimas del ciclo de los acidos tricarboxilicos, las enzimas que catalizan la oxidacion de
acidos grasos y las enzimas y proteinas redox que intervienen en el transporte de
electrones y la fosforilacion oxidativa, de esta manera la mitocondria es un gran
complejo enzimatico que participa en el metabolismo de lipidos, y en la biosintesis de
uridina asi como en la homeostasis del calcio. La funcién mitocondrial es fundamental

para la proliferacion celular y su supervivencia (Belizério, 2007).

La mitocondria cumple la gran meta de transformar y abastecer a la célula de energia.
La glucosa se transforma a través de reacciones enzimaticas hasta piruvato y produce 2
moléculas de ATP y dos de NADH que se utilizaran en la mitocondria. El piruvato es
oxidado hasta acetil-CoA, por la enzima piruvato deshidrogenasa mitocondrial
produciendo equivalentes intermediarios o donadores como NADH y FADH,, éstos no
pueden cruzar la membrana mitocondrial, asi que utilizan sistemas de intercambio con
otros compuestos llamados lanzaderas, para llegar al interior de la membrana
mitocondrial, donde luego de pasar a través de una serie de complejos ubicados en la

membrana interna (I, I, 11, IV y ATP sintasa), que forman la cadena de transporte de
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electrones (CTE), se reducen a O, y agua y conducen a la sintesis de ATP (Brownlee,
2005). La energia obtenida a través de la transferencia de electrones a lo largo de CTE
se utiliza para bombear protones desde la matriz mitocondrial al espacio
intermembranal, creando un gradiente electroquimico de protones a través de la
membrana mitocondrial interna denominado AY (Stryer, 1995). Este gradiente
electroquimico de protones permite a la ATP sintasa utilizar el flujo de H* que se genera
a través de esta enzima para producir ATP a partir de adenosina difosfato (ADP) y
fosfato inorganico, la suma de protones y electrones da como resultado el potencial de
membrana mitocondrial. La cadena de transporte de electrones transporta tanto protones
como electrones, transfiriendo electrones desde donantes hacia aceptores, Yy
transportando protones a través de la membrana. Estos procesos utilizan moléculas de
transferencias tanto solubles como unidas a proteinas. En la mitocondria, los electrones
hidrosolubles, son transferidos por la proteina citocromo c¢ dentro del espacio
intermembranal, por la reduccidn y oxidacién de un &tomo de hierro que se encuentre en

el grupo hemo de la proteina (Fariss, 2005).

Dentro de la membrana interna mitocondrial, el transportador de electrones liposolubles
es la coenzima Q10 (Q) transporta tanto electrones como protones a través de un ciclo
redox. Durante la transferencia de electrones a lo largo de los complejo, los electrones
solitarios salen y como resultado hay una reduccion de un electron de oxigeno
molecular lo que forma el anion superdxido (O,™) (Belizério, 2007), (se estima que mas
del 1% del oxigeno consumido puede resultar en la formacidn de especies reactivas de
oxigeno tales como anion O", principalmente en mitocondria. Ademas, esta produccion
de super6xido mitocondrial puede incrementarse significativamente si la tasa de
transporte de electrones, esta limitada por la acumulacion de un gran gradiente de
protones en la membrana mitocondrial interna (IMM). Tal acumulacion de protones
puede ocurrir por el suministro continuo de energia (produccion de NADH) o con el
deterioro funcional de una o mas de los complejos de transporte de electrones

(especialmente complejos I y I11) (Fariss, 2005).

El O, mitocondrial contribuye a la produccion de ERO como perdxido de hidrégeno
(H20,). El cual puede dar origen a otras ERO. EI H,O, en presencia de hierro produce
radical hidroxilo altamente reactivo (Reaccién de Fenton) (Belizario, 2007). Los
sistemas enzimaticos no antioxidantes y antioxidantes se ven abrumados por las ERO y

puede ocurrir dafio y la muerte celular. Aunque la produccion de energia es una funcion
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importante de las mitocondrias, estos organulos también participan en el inicio y

ejecucion de la muerte celular por apoptosis o necrosis (Fariss et al., 2005).

2.8 Las ERO son potentes promotores de apoptosis.

La acumulacién de ERO en las mitocondrias es resultado del balance entre dos
procesos: (a) la produccion de radicales por reacciones redox en la membrana
mitocondrial interna y (b) eliminacion de los mismos por mecanismos antioxidantes
conocidos. Entre los sistemas antioxidantes, el dependiente de glutation (GSH/GSSG),
es el mas importante, sin embargo se debe tener en cuenta que la reduccion del GSH
produce la apertura del PMPT, un efecto apoptogénico. EI PMPT tiene dos mecanismos
sensibles a ERO, uno que se equilibra con el GSH de la matriz, y otro que es
directamente inactivado por ERO. La sobreproduccion de ERO puede también ser
consecuencia de una expresion exagerada de la proteina p53 o de la accion de la
ceramida. Otro factor importante en el inicio de apoptosis es el 6xido nitrico (NO) y su
derivado el peroxinitrito. La produccion fisiologica de NO es catalizada por la NO
sintasa, enzima inducida por citocinas en varias estirpes celulares. Uno de los efectos
del NO es la inhibicién de la citocromo oxidasa mitocondrial, por lo que estimula la
produccién de ERO. En cerebro la inhibicion de esta enzima, induce la liberacion de
acido glutdamico responsable de la toxicidad del NO en esas células. EI NO inhibe
ademas la cadena de transporte de electrones a nivel del complejo I, efecto que se
explica por nitrosilacion de grupos tioles. Adicional a esto, en presencia de anion
superdéxido el NO produce peroxinitrito que puede inhibir a la aconitasa, la creatina
cinasa, y aumentar la salida de protones al citosol. Estos efectos conducen a la apertura
del PMPT y al inicio de la apoptosis (Dubin, 2000)

Las mitocondrias sirven como un barometro que evalla los cambios celulares y
viabilidad relacionados con la fosforilacién oxidativa, el inicio de la permeabilidad
transicional mitocondrial, aumento de las concentraciones de Ca®* libre, la
biodisponibilidad de hierro, y el dafio por oxidacion de los componentes mitocondriales.
Con base en los conocimientos actuales sobre la funcion mitocondrial, no es de
sorprender que el estrés oxidativo esté relacionado con la etiologia de enfermedades
como: higado graso no alcohdlico, isquemia-reperfusion, diabetes, enfermedades

neurodegenerativas, cancer, envejecimiento y muchas otras (Fariss et al., 2005).
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2.9 Apoptosis

La apoptosis implica una programacion genética de la célula que promueve una cascada
dependiente de energia de cambios morfoldgicos y bioquimicos en el interior de la
célula (Cascales, 2003). El proceso apoptético es utilizado por los organismos
multicelulares para eliminar células dafiadas o no necesarias sin afectar a las células
vecinas (Dubin, 2000).

La apoptosis juega un papel esencial en el desarrollo embrionario, especialmente en el
desarrollo del sistema nervioso, donde el nimero de neuronas depende de la eliminacion
de muchas células mediante este proceso, ademas se eliminan por apoptosis las células
de las regiones interdigitales para dar lugar a los dedos. (Porras, 2010) e interviene en la
senilidad, la formacién de queratocitos, la renovacién del epitelio de las membranas
mucosas, la atrofia de 6rganos después de la eliminacion de las hormonas troficas, como

consecuencia de castracion y la muerte de neutréfilos (Dubin, 2000).

Los organismos multicelulares estan constituidos por un nimero predeterminado de
células, que es caracteristico para cada especie. Ese nimero resulta de la suma de dos
procesos; la multiplicacién celular y la muerte y eliminacion de un namero igual de
células redundantes. El desequilibrio de esos procesos determina efectos que pueden ser

letales, sea por exceso en la destruccion celular o la conservacion de estas.

Apoptosis es el término mas usado como referente de muerte celular programada y su
etimologia proviene del griego y significa la caida otofial de hojas y pétalos (Kerr,
1972; Gémez, 1998; Jordan, 2003). La apoptosis segin Kerr Wyllie y Currie (1972) es
un término descriptivo que define un tipo o muerte celular, con diversas caracteristicas
morfoldgicas, tales como: colapso celular, reduccion del volumen citoplasmico,
condensacion de la cromatina (picnosis), desintegracion y desaparicion del nucleo
(cariorrexis), fragmentacion internucleosomal de DNA en patrén de escalera
(fragmentos especificos de 200 a 180 bp o multiplos de ellos (Vaux, 1999; Leist, 1997,
Gbmez, 1998) Porras, 2010). En el catabolismo lipidico, se produce acido araquidénico,
ceramidas y metabolitos derivados, se observan también cambios en la distribucion de
lipidos de la membrana plasmatica. Un fosfolipido normalmente presente solo en la cara
interna de la bicapa lipidica, la fosfatidilserina, se transloca a la cara externa, donde

constituye una sefial para que la célula apoptética sea reconocida y fagocitada por
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células vecinas o macrofagos, previniendo asi una reaccion inflamatoria (Ortega, 2001;
Porras, 2010).

La degradacion proteolitica que se observa en la apoptosis requiere de energia en forma
de ATP y de la accién de proteasas especificas conocidas como caspasas (Lizarbe,
2007). Las caspasas son proteasas dependientes de tioles (residuos de cisteina),
caracterizadas por su especificidad para hidrolizar péptidos y proteinas en la cercania de
residuos asparticos. Su especificidad catalitica origind el término “caspasa” en el que la
“c” representa al residuo cisteina de la enzima y “aspasa” representa residuos asparticos
de la proteina sustrato. (Cohen, 1997; Thornberry, 1998). Estas se engloban en tres
grupos: caspasas implicadas en la produccion de citocinas (caspasas 1, 4, 5y 13),
caspasas de sefializacion o de activacion de otras caspasas (caspasas 2, 8, 9 y 10) y
caspasas efectoras de muerte o ejecutoras (caspasas 3, 6 y 7) (Jordan, 2003). Existen por
lo menos tres vias de activacion para las caspasas. La primera requiere de otras
caspasas; la segunda, ocurre a través de receptores de muerte de la familia del

TNFR/NGFR y la tercera involucra la traslocacion del citocromo c.

La apoptosis puede ser inducida por diversos estimulos como son: ausencia de factores
de crecimiento, factores troficos, glucocorticoides, radiaciones y activacion de

receptores de muerte (Ortega, 2001).

Existen dos rutas principales de activacion de la apoptosis, la via extrinseca e intrinseca
estas se muestran en la Fig.3 (Leibowitz, 2010). La primera inicia en la membrana a
nivel de receptores de muerte, que al unirse a determinadas proteinas extracelulares
(ligandos) desencadenan la activacién de las caspasas. La segunda via se inicia en
respuesta al dafio celular causado por radiacion o determinados compuestos toxicos

(Porras, 2010), ademas de estrés oxidativo (Gémez, 1998).

2.9.1 Via extrinseca

Una de las principales vias que inicia la apoptosis en las células de los mamiferos son
los receptores de superficie celular que transmiten las sefiales de apoptosis y son
activados por ligandos de muerte especificos. Los receptores de muerte pertenecen a la
superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral y el receptor del factor de

necrosis neural, respectivamente (TNFRI/NGFR), que contienen un dominio

30



extracelular rico en cisteinas y una secuencia homdloga citoplasmica Illamada dominio
de muerte. Los receptores de muerte mejor caracterizados son Fas 'y TNFRI. El Fas se
expresa en diversos tejidos como: timo, pulmon, higado, corazon, rifion, ovario y
linfocitos maduros. La interaccion receptor-ligando (Fas/FasL) participa en procesos
fisiol6gicos. Igual que otros miembros de la familia TNF, FasL es una molécula
homotrimérica, por lo que se sugiere que cada trimero de FasL se une a tres moléculas
de Fas. Esta union promueve la oligomerizacion del receptor, e inmediatamente después
la proteina adaptadora Ilamada FADD (dominio de muerte asociado a Fas o Mort 1), se
asocia al dominio de muerte del receptor. La proteina FADD se une a través de su
propio dominio efector de muerte a la procaspasa 8 que conduce a su activacion. La
caspasa 8 (conocida como FLICE o MACH) es la responsable de activar a otras

caspasas.

En el caso del TNF, los receptores de esta citocina se encuentran presentes en todas las
células del cuerpo, cuando las células tumorales o existe una infeccion viral el programa

de muerte se cumple.

En algunos tipos celulares el TNF puede inducir apoptosis por dos vias: la primera es a
través de la asociacién con el receptor de muerte y la subsecuente activacion de la
caspasa 8. La segunda al inducir cambios en el potencial de la membrana mitocondrial
con la produccion de radicales libres, ceramidas via hidrolisis de la esfingomielinal y la

activacion de una proteasa semejante a la caspasa 3 (Ortega, 2001)

2.8.2 Via intrinseca

Las mitocondrias tienen una funcion de vital importancia para el proceso apoptético. De
tal forma que, una vez que se rompe la homeostasis mitocondrial, existe un
desequilibrio fisiologico (Gomez, 1998), que incluye alteraciones en la permeabilidad
de la membrana interna y como consecuencia la caida transitoria del potencial de
membrana. Se observa ademas la inhibicion de la cadena de transporte de electrones y
la sintesis de ATP, rompimiento de las membranas mitocondriales con liberacion de
proteinas solubles tanto de matriz mitocondrial como del espacio intermembranal tal
como el citocromo ¢ (Dubin, 2000). Los cambios en el potencial de membrana

mitocondrial afectan a la cadena respiratoria e incrementan el flujo de electrones
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desapareados y por lo tanto la produccion de radicales libres. Este aumento,
principalmente de formas reactivas de oxigeno conduce a estrés oxidativo inespecifico
con el consecuente deterioro oxidativo de lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Esta
serie de eventos constituyen la sefial para iniciar la activacion de una cascada de

caspasas (Gémez, 1998).

Asi la via intrinseca inicia con la desestabilidad de la mitocondria y la apertura del poro
de permeabilidad transitoria mitocondrial (PMPT). Estos efectos facilitan la salida de
iones de calcio de la matriz mitocondrial al citosol, colapso del potencial de membrana
mitocondrial (A¥Ym), aumento en la produccion de radicales libres de oxigeno y la
disminucién de GSH (glutation reducido), de ATP y de ADP en la matriz mitocondrial
(Dubin, 2000).

Los cambios mitocondriales son efectuados por productos genicos de Bcl-2 (Nufiez,
1994) una familia de proteinas estructurales y funcionales, descubierta por alteraciones
genéticas en las células B de linfomas, esta familia de proteinas se caracteriza por la
presencia de por lo menos una homologia de dominio Bcl-2 (BH). Estas proteinas se
dividen en tres subfamilias en base a su funcién y estructura. Los miembros anti-
apoptoticos son Bcel-2, Bel-XL, MCL-1, Bel-w y AL/Bfl1. Las proteinas pro apoptéticas
Bad, Bak, Bax, NOXA y PUMA. Finalmente, la tercera subfamilia BH3, llamada asi
porque su homologia de secuencia con el resto de la familia se limita al dominio BH3-
solo, responsable en gran parte de detectar y transmitir sefiales apoptéticas a otros
miembros de la familia Bcl-2. En familia Bcl-2 la subfamilia antiapototica se encarga de
mantener cerrados los canales mitocondriales, mientras tanto la subfamilia
proapoptotica genera la ruptura de la membrana mitocondrial formando orificios o

poros (PMPT) e iniciando la apoptosis (Leibowitz, 2010).

La activacién de las proteinas proapoptoticas Bax y Bak conduce a la permeabilizacion
de la membrana externa mitocondrial y liberacion de de otras proteinas proapoptéticas,
entre ellas citocromo ¢, Smac/Diablo y AIF (Factor inductor de la apoptosis), en
respuesta al estimulo de muerte. La liberacion de estas proteinas al citosol induce la
activacion de caspasas ya sea a través de la formacion del complejo citocromo c/Apaf-
1/pro-caspasa-9 llamado apoptosoma, o a traveés de la inhibicion de los 1APs por
Smac/Diablo (Leibowitz, 2010). La activacidn de las caspasas ejecutoras como caspasa

3, inicia la degradacion del DNA a través de DNAsas; aunado a esto el mecanismo de
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reparacion del DNA a cargo de PARP se anula, debido a que la caspasa 3 hidroliza e
inhibe las funciones de PARP (Dubin, 2000).

é Bid cortada q /\/
Procaspasa-3 "

Citocromo C /
Q

AlF

Apaf-1 Smac/Diablo

Sustratos apoptoticos

Fig.3. Representacion de las vias extrinseca e intrinseca del proceso apoptotico (Modificada de
Hengartner, 2000).

2.10 Apoptosis: importancia fisiopatoldgica

Las patologias relacionadas con la apoptosis se pueden clasificar en dos grandes grupos
Tablal: (a) las asociadas con la inhibicion de la apoptosis y (b) las asociadas con la

activacion de la apoptosis.
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Tabla 1. Incluye enfermedades en las que el papel de la apoptosis parece importante (Dubin, 2000).

Enfermedades Enfermedades dependientes
dependientes de de inhibicién de
activacion de la la apoptosis

apoptosis
1. Enfermedades 1. Cancer: Linfornas; Carcinomas
neurodegenerativas con mutacion del gen ps3;

Cancer de mama; Cancer de
prastata; Cancer de ovario.

2. SIDA 2. Enfermedades autoinmunes

3. Displasias medulares Lupus eritematoso sistematico
(@anemia aplasica)

4. Reperfusion Glomerulonefritis

post-isquemia

5. Intoxicaciones por 3. Virosis: Herpes; Poxvirus;
farmacos Adenovirus
y xenobidticos

Tabla 1. Se muestran algunas enfermedades por activacion o inhibicién de apoptosis.

2.11 Apoptosis en células

La exposicion a niveles altos de glucosa provoca el deterioro de la funcion de las
células 3, esto ha sido demostrado in vitro e in vivo (kaneto et al., 1999, Marshak et al.,
1999; Kahn et al., 2001; Evans et al., 2003; Robertson y Harmon, 2006). Durante los
estados iniciales de la hiperglucemia hay una reducciéon en el nimero de células B
pancreaticas, las células restantes incrementan su sensibilidad a la glucosa y aumentan
la produccion y secrecion de insulina para prevenir la hiperglucemia en ayuno
(Maechler et al., 1999). Posteriormente durante los estados cronicos de la
hiperglucemia, se agota la capacidad de respuesta de las células  y en un tiempo no

muy largo existe una disminucion de células B resultado del incremento en la tasa de

apoptosis (Kahn et al., 2001; Butler et al., 2003; Steppel y Horton, 2004; Leahy, 2008).

El aumento compensatorio en la secrecion de insulina en el estado de resistencia a la
accion de la insulina, se debe a la expansion en la masa de células B y a las alteraciones
en la expresion de enzimas clave para el metabolismo de glucosa. Las ratas obesas
Zucker no incrementan adecuadamente la masa celular durante la resistencia a la

insulina; esto aparentemente, no se debe a fallas en la proliferacién, sino mas bien a un
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aumento en la tasa de muerte de las células B, presumiblemente por apoptosis (Roche,

2003).

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

En condiciones de hiperglucemia, las células § presentan un incremento en la expresion
de genes y proteinas proapoptoéticas como Bad, Bid y Bik (Donath, 1999; Mathis et al.,.
2001), aumento de la expresion de Fas y activacion de caspasas 8 y 3, eventos que
correlacionan con la fragmentacién oligonucleosomal del DNA (Thomas, 2002). Otro
estudio, realizado para evaluar los cambios en la expresion de genes de estres, que
acompanan la hipertrofia de las células B en ratas pancreotomizadas durante 4 semanas,
demostr6 un aumento marcado en la expresion de genes antioxidantes como:
hemooxigenasa 1, glutation peroxidasa y el gene antiapopt6tico A20, cambios sutiles en
la expresion de la superdxido dismutasa y disminucion de Bcl-2. Otros genes no
mostraron ningun cambio (catalasa, proteinas de choque caldrico 70 y p53), por lo que
concluyen que la adaptacion de las células B a la hiperglucemia incluye un aumento en
la demanda de secrecidn de insulina y de la expresion de genes que protegen del estrés,
lo que puede contribuir a la supervivencia de las células B hipertréficas (Laybutt et al.,
2002). Estos estudios apoyan la idea de que las vias de sefializacion que conducen a la

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

El estrés oxidante generado en la mitocondria, durante la hiperglucemia a través de las
vias antes mencionadas, se reconoce como un factor primordial que contribuye al
desarrollo de varias de las complicaciones diabéticas, dado que el aumento de ERO es
capaz de dafiar muchos componentes celulares incluyendo el DNA y desencadenar la
muerte celular. Se ha demostrado que las células B bajo concentraciones altas de
glucosa poseen un nivel elevado de 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (marcador de estrés
oxidativo) (Kaneto et al., 1999).
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El pancreas, cuenta con un sistema de defensa intrinseca relativamente débil contra el
estres oxidativo. (Kaneto et al., 1999). Los pacientes diabéticos tienden a bajar las
defensas antioxidantes gracias a la hiperglucemia (West, 2000) Sin embargo el
tratamiento de ratones db/db diabéticos y no diabéticos con antioxidantes disminuye de
manera importante la tasa de apoptosis en las células B (Kaneto et al., 1999; Donath et
al., 1999; Maechler et al., 1999). Muchos estudios clinicos sugieren que los pacientes
con DT2 estan sujetos a estrés oxidativo crénico. (Robertson et al., 2004). Las
evidencias mas convincentes sobre la participacién de apoptosis en la eliminacion de
células B en DT2, se tienen con experimentos realizados en gerbos Psammomys obesus,
los cuales no desarrollan la enfermedad de forma natural, pero si por dieta. La
enfermedad comienza con un estado de resistencia a la insulina que se caracteriza por
tener hiperinsulinemia, que en algunos casos logra mantener la normoglucemia, pero
normalmente termina en hipoinsulinemia y por lo tanto en hiperglucemia. Durante el
desarrollo de la hiperglucemia, se observa un incremento en la apoptosis, que culmina
en dafio severo en la arquitectura del islote. Este incremento en la muerte de la célula 3
puede resultar de la hiperglucemia, (Santangelo et al., 2007) como sugieren los estudios
in vitro de islotes de gerbos cultivados con concentraciones altas de glucosa (Donath et
al., 1999).

Estudios realizados en ratas Zucker obesas diabéticas (fa/fa) demuestran que el
contenido de &cidos grasos libres (AG) en los islotes es 100 veces mas alto que en
animales delgados y proponen que pueden estar involucrados en la tasa de apoptosis. El
cultivo de islotes pancreaticos de rata Zucker prediabética con AG libres (1mmol/l),
mostré un aumento de hasta 4 veces en el indice de apoptosis; mismo que se asocié con
un incremento de ceramida. Por otro lado los AG libres también inducen un aumento
en la expresion de la 6xido nitrico sintasa (NOS) y de éxido nitrico (NO), los cuales
también son inductores de la muerte por apoptosis (Ceriello et al., 2002). La apoptosis
de forma fisiologica también puede ser inducida por otras proteinas como p53, esta
proteina es un regulador muy importante de la proliferacién y muerte celular (Maillet,
2002 y Fernandez, 2004).
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2.12 Estructura y Funcion De p53

El gen p53 ha sido llamado "el guardian del genoma™ (Lane, 1992; Rios y Hernandez,
2001; Khoury y Bourdon, 2010. Este gen se localiza en el brazo corto del cromosoma
17 (17p1.3) en humanos y esta constituido por 11 exones, de los cuales el exon 1
contiene una secuencia no-codificante; en el exon 2 existen dos sitios putativos de inicio
de la transcripcidn y el exén 11 contiene el codon de terminacion y una gran secuencia
no codificante (Fernandez, 2004). Este gen sintetiza una proteina, del mismo nombre
(Rios y Herndndez, 2001), de 393 aminoacidos con tres dominios funcionales: un
dominio amino-terminal (N-), implicado en la activacion transcripcional (residuosl-60)
y donde se localiza una subregidn rica en prolinas que contiene 5 copias de la secuencia
PXXP (residuos 20-97); un dominio central que contiene la secuencia especifica de
uniéon al DNA, constituye ademas la regién mas conservada de la proteina (residuos
100-300), presenta una estructura de dos hojas  y un atomo de zinc que estabiliza la
estructura; y el dominio carboxilo-terminal (C-) que esta constituido por una region
flexible (residuos 300-325), una zona de tetramerizacion (residuos 325-355) y un

extremo basico (363-393). La proteina p53 se representa en la Fig.4 (Fernandez, 2004).

La proteina p53 mantiene la integridad y estabilidad del genoma por dos mecanismos, el
primero implica la pausa del ciclo celular (Fernandez, 2004) regulando la proliferacion
en la mayoria de estirpes celulares (Maillet, 2002) y el segundo la induccion de la
muerte de la célula (Fernandez, 2004). Tanto la pausa en el ciclo celular como la
induccion de apoptosis requieren de activacion transcripcional mediante la unién de p53
a una secuencia especifica de transactivacion (SST sequence specific transactivation)
del DNA (Maillet, 2002).

La proteina p53 (Fig. 4) es muy labil con una vida media de pocos minutos entre (15 y
20 min aproximadamente). Sin embargo, la vida media y la regulacién de su actividad

biolégica puede aumentar por mecanismos postraduccionales (Fernandez, 2004).
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Fig. 4. Estructura de la proteina p53 y sus dominios. Proteina compuesta por 393 aminoécidos divididos
en cuatro areas diferentes: el dominio de activacion en el extremo N-terminal, la secuencia de DNA
especifica dominio de unién en el ndcleo, el dominio de tetramerizacidn, y la unién al DNA dominio no
especifico en el extremo C-terminal, esta proteina puede unirse al DNA a través de ambas secuencias
especifica (dominio basico) y no especifica (dominio C-terminal) (Tafvizi, 2011).

2.12.1 p53 Funcion no transcripcional

Las evidencias sugieren que p53 induce la muerte celular por diversas vias moleculares
incluyendo la transactivacion de genes y la directa sefializacion apopt6tica. Sin embargo
existen evidencias que sostienen que una fraccion de p53 sale del nicleo y migra hasta
la membrana mitocondrial transpasando el citoplasma. En la membrana mitocondrial se
encuentran las proteinas Bcl-2 y Bcl-xL (antiapotdticas) y son las protectoras de la
estabilidad de la membrana mitocondrial externa previniéndola de las sefiales tempranas
de apoptosis. La proteina p53 puede enlazarse con Bcl-2 y Bcl-xL (proteinas anti
apoptoticas) y permitir el acercamiento y la accion de Bax o Bak (proteinas pro
apoptoticas) que se encargan de romper la membrana y hacer poros lo que resulta en la
pérdida del potencial de la membrana y en la liberacion de citocromo ¢ (Marchenko,
2000).

2.13 Estructura y Funcién De PARP-1

La enzima responsable de la sintesis de poli-ADP-ribosa fue nombrada PARP. La cual
fue llamada a finales de 1980 PARP-1 anteriormente conocida como poly-ADP-ribosa
sintetasa o poli-ADP-ribosil transferasa (Hassa et al., 2006). PARP es una enzima

nuclear de 116 kDa, que cataliza la transferencia de unidades de ADP-ribosa empleando
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como sustrato NAD", sobre residuos carboxilicos de acido glutamico y aspartico de

proteinas nucleares (Suzuki et al., 1986; D’amours et al., 1999; Martin, 2005).

La proteina PARP-1 estructuralmente se divide en seis dominios (A, B, C, D, Ey F),
aunque solo se conoce la funcién de cuatro de ellos (A, B, D y F) Fig.5. ElI dominio
estructural A o dominio de unién al DNA (DBD, DNA Binding Domain), situado en el
extremo amino terminal, este dominio permite la interaccion PARP-1 -DNA, lo cual
estimula la actividad catalitica de la enzima (Lindahl et al., 1995, Caldecott et al.,
1996). Esta interaccidn se realiza a través de dos estructuras en dedos denominadas Fl y
FIl. Dentro de este dominio también se encuentra la sefial de localizacién nuclear (NLS,
del inglés Nuclear Localizations Sequence), o dominio estructural B ademas de la
secuencia diana de la caspasa-3 responsable de la protedlisis de PARP-1 (Kaufmann et
al., 1993, Lazebnik, 1994). De los dominios C y E se desconoce su funcién. Se cree que
los motivos HTH (Helix Turn Helix) presentes en el dominio C pueden también actuar
como enlace entre la proteina y el DNA. De tal manera que se ha sugerido que esta
estructura HTH podria mediar la unién de PARP-1 al DNA no dafado, sin que por ello
se produzca la activacion catalitica de la proteina (D’amours et al., 1999). ElI dominio
de automodificacion o dominio estructural D, comprende la mayoria de los residuos de
acido glutamico que son modificados por poli-ADP-ribosilacion. También contiene
otros motivos (secuencias comunes de aminoacidos con secuencias de pliegues bien
conocidas) de gran importancia en la proteina, tales como los motivos de cremallera de
leucina (LZ, Leucine Zipper) supuestamente implicados en la homo- o
heterodimerizacion de la enzima, y el motivo BRCT (BRCAL C-terminal) a través del
cual PARP-1 podria interaccionar con diferentes proteinas, tales como factores de
transcripcion (NF-kB, Ying-Yang-1y Oct-1) y proteinas asociadas con la reparacion de
DNA (histonas, XRCC1 y DNA polimerasa ). El dominio C- terminal o dominio
catalitico F es el mas conservado en la escala filogenética, revelando relaciones
evolutivas con otras enzimas ADP-ribosil transferasas. Presenta una estructura terciaria
idéntica a otras mono-ADP-ribosil transferasas alternando estructuras de laminas-p con
hélices-o (Ruf et al., 1996 y 1998) en donde se une el NAD". La estructuta de PARP se
muestra en la Fig.5 (Amé et al., 2004).
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DOMINIO DE DOMINIO DE DOMINIO
UNION AL ADN AUTOMODIFICACION CATALITICO
Dedos de Zinc NLS BRCT LZ Sitio Activo
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PARP-1 Caspasa-3 PARP-1 PARP-3
Histonas Caspasa-7 Histonas Topoisomerasa 1
XRCC1 XRCC1
DNA pola DNA pola
TEF-1 P65

ps0

Oct-1

YY-1

Ubc9

Fig.5. Dominios estructurales de la proteina PARP-1. DBD, dominio de union al DNA; Fl y FlI,
estructura en dedos de Zinc; secuencia de localizacién nuclear NLS; dominio de automodificacion y
dominio catalitico, motivo BRCT, BRCA (like C terminus lugar donde cortan las caspasas 3y 7); LZ,
estructura de cremallera de leucina. Ademas se muestran los posibles sitios de interaccién con otras
proteinas.

Funcion

PARP-1 es una proteina de deteccién de dafios en el DNA (Fig.6), que presenta la
capacidad de unirse a roturas simples asi como a las de doble cadena, producidas por
agentes genotoxicos como: radiacion ionizante, radicales libres, inhibidores de la
topoisomerasa | y Il y los agentes alquilantes. Asi mismo actla como una proteina de

seflalizacion a los complejos de reparacion del dafio inducido en el DNA.
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Fig.6. Una vez detectado el dafio PARP-1 se une al DNA, activando e iniciando la sintesis del polimero y
la modificacién postranscripcional de una serie de proteinas implicadas en la reparacion del mismo. Los
niveles constitutivos del polimero son normalmente muy bajos en células sin estimular; en presencia de
dafio en el DNA los niveles pueden aumentar entre 100 y 500 veces sobre su nivel basal. La auto
modificacion de PARP-1 regula su actividad enzimatica y su unién al DNA (Martin, 2005). Se ha
propuesto un modelo para explicar la disociacion de la proteina de las zonas de unién al DNA tras su auto
modificacion. ElI modelo se basa en la repulsion electrostatica ocasionada por auto modificacion de la
propia PARP-1 mediante el polimero, lo que le confiere una gran carga negativa a la enzima produciendo
su inactivacion y electro repulsion entre PARP-1 y el DNA. A continuacion la enzima PARG llevaria a
cabo la degradacion del polimero, esto permite de nuevo que la enzima PARP-1 esté lista para un nuevo
ciclo de activacion en respuesta a dafios en el DNA (D’amours et al., 1999)

PARP-1 esta involucrada en diversos procesos tales como reparacion y replicacion de
DNA, transcripcion génica, muerte celular y respuesta inflamatoria. (Martin, 2006). Se
ha demostrado la participacion de PARP-1 durante la reparacién del DNA en los
procesos de reparacion por escision de bases (BER, del inglés, Base Escision Repair) y
reparacion de dafios de cadena simple (SSBR, del inglés, Single Strand Break Repair).
El papel de PARP-1 en la reparacion del DNA dafiado se debe a su capacidad de
modificar de forma transitoria, mediante la poli-ADP-ribosilacion, proteinas que
interviene en la estructura de la cromatina (especialmente histonas), modificando la
estructura de la cromatina, haciéndola de esta forma mas accesible a las proteinas que
participan en el complejo de reparacion de DNA. Ademas PARP-1 también participa en
el reclutamiento y regulacion de las proteinas que forman parte de este complejo como
XRCCI1, DNA polimerasa 3 y la DNA ligasa III (Martin, 2005).
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Numerosos estudios han demostrado que durante la replicacion del material genético, el
metabolismo de la poli-ADP- ribosa se encuentra acelerado en el nucleo celular, aunque
el mecanismo de PARP-1 en la regulacion de la replicacion del DNA, no se conoce aun
con exactitud; pero algunos trabajos sugieren que PARP-1 podria formar parte del
multicomplejo proteico encargado de la replicacion (MRC, Multiprotein Replication
Complex). En este sentido se sabe que PARP-1 copurifica junto a DNA polimerasas a y
B, DNA primasa, DNA helicasa, DNA ligasa, Topoisomerasa [ y II. Algunas de estas
proteinas, pueden ademas, modificarse por Poli-ADP-ribosilacién, tales como la

Topoisomerasa | y 11 y DNA polimerasas a.

Por otro lado se ha demostrado que PARP-1 puede unirse a ciertas estructuras del DNA
aun en ausencia de dafio, ademas de que interacciona con diferentes factores de
transcripcion y estudios recientes indican que regula la transcripcién génica. PARP-1
tiene un efecto dual en la regulacién de la transcripcion, de tal forma que la puede
estimular o reprimir, esto a través de tres procesos no excluyentes entre si como son: 1)
la alteracion de la estructura de la cromatina a través de la modificacion de histonas y
proteinas HMGs; 2) al actuar como coactivador o como correpresor al interactuar
fisicamente con factores de transcripcion y 3) al unirse a secuencias reguladoras o

promotoras de distintos genes (Martin, 2005).

2.14 Mecanismo De Poli ADP ribosilacién

La activacion de PARP-1 promueve tanto la sintesis de mono como de poli-ADP-ribosa,
para lo que requiere de NAD" como precursor e inmediato sustrato de la reaccion
(Hassa et al., 2006). De tal manera que el incremento en la actividad de PARP conduce
al abatimiento de los niveles de NAD", lo que afecta en forma directa el aporte
energético a la célula, siendo motivo suficiente para iniciar el proceso de muerte.
Adicional a esto, la disminucion de NAD™ también tiene consecuencias negativas sobre
la actividad de SIRT-1, una desacetilasa que regula el metabolismo y la sobrevivencia
de la célula por lo que su deficiencia también puede causar muerte celular (Xia et al.,
2009).

La formacion del polimero de ADP-ribosa requiere de tres etapas basicas: primero:

mono-ADP- ribosilacion del sustrato; segundo: etapa de elongacion del polimero; y
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tercero: ramificacion del mismo. Para ello PARP-1 posee estas tres actividades
enzimaticas representadas en la Fig.7. La degradacion del polimero sintetizado se lleva
a cabo por la poli-ADP-ribosa glicohidrolasa (PARG) y la poli-ADP-ribosa liasa. La
primera de ellas es responsable de la hidrolisis de enlaces glucosidicos mientras que la

segunda hidroliza los enlaces éster.
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Fig.7. Mecanismo de poli-ADP-ribosilacién. Los pasos 1 a 3 y los pasos 4 a 7 del ciclo de poli-ADP-
ribosa representan las reacciones anabdlicas y catabdlicas, respectivamente, en el metabolismo de la poli-
ADP-ribosa. La sintesis de poli-ADP-ribosa requiere de tres actividades distintas de PARP: 1, la
iniciacion o mono-ADP-ribosilacion de un determinado acido glutamico, a través de la enzima PARP
aceptor), 2, elongacion del polimero, y 3, ramificacion del polimero. La degradacion requiere por lo
menos cuatro alternativas de actividad de PARG y (P/M) ARH: 4, actividad de PARG exoglicosidasa y
endoglicosidasa (PARG) respectivamente, que hidrolizan los enlaces glicosidicos entre las unidades de
ADP-ribosa, paso 5, actividad potencial de la poli-ADP-ribosilhidrolasa; 6, MARH, o 7, actividad de
mono-ADP ribosa liasa. (Hassa et al., 2006).

2.14.1 NAD*

El nucledtido de nicotinamida (NAD™) es una coenzima necesaria para una gran
variedad de proteinas que catalizan reacciones de dxido-reduccion. EI NAD™ es un

aceptor de electrones (en su forma oxidada, NAD") y un donador (en su forma reducida,
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NADH) durante la eliminacién enzimatica de atomos de hidrogeno procedentes de
sustratos especificos. Por lo que participa como un receptor de electrones en reacciones
catalizadas por enzimas en la cadena de transporte de electrones mitocondrial que
conduce a la sintesis de ATP durante la fosforilacion oxidativa. Ademas constituye el
sustrato principal para la PARP-1 en las reacciones de ADP-ribosilacién Fig.8. Estas
reacciones son importantes en el metabolismo celular y en la formacién de varios
metabolitos, incluyendo nicotinamida, mono ADP-ribosa libre, mono y poli-ADP-
ribosilacion de proteinas, el ciclo ADP-ribosa, NAADP, O-AADP-ribosa (Ziegler,
2000; Rongvaux, 2003; Berger, 2004; Schuber, 2004). Por lo que la sobre activacion de
PARP-1 afecta sobremanera la concentracion de NAD™ cuya concentracion normal en
células de mamiferos es de aproximadamente 400 y 500 uM y su vida media alrededor
de 1 a 2 horas (Elliott, 1975; Rechsteiner, 1976; Williams,1985). Cuando las células se
exponen a agentes genotoxicos se incrementan las reacciones de poli-ADP ribosilacién,
coincidiendo con la disminucion de NAD®. El agotamiento de NAD™ se traduce en
agotamiento de ATP, que puede comprometer la viabilidad celular (Goodwin, 1978;
Skidmore, 1979; Chappie, 2005).

‘ Darios en el ADN ‘

Moderados ‘ Excesivos

activacion sobre activacion
de PARP-1 de PARP-1

' !

reparacion del|_ inhibidores  agotamiento de NAD*

ADN de PARP gran consumo de ATP
i l / colapso
Supervivencia dafios energético
celular irreparables l

NECROSIS
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mediada por p33 l
l respuesta inflamatoria
P disfuncion organica
Eliminacion
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Fig.8. PARP regula eventos celulares como supervivencia, apoptosis o necrosis, dependiendo de las
concentraciones de NAD" y ATP (Martin, 2005).
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2.15 Poli ADP ribosilacion de p53

Estudios recientes demuestran que la reaccién de poli-ADP-ribosilacion tiene una
funcion importante en muchos procesos fisioldgicos y fisiopatoldgicos, incluyendo la
sefializacion intercelular, transcripcion, reparacion de DNA, regulacion del ciclo celular,

mitosis, necrosis y apoptosis (Hassa et al., 2006).

La activacion de PARP-1 y p53 ocurre en forma simultdnea debido a que estan
implicadas en la respuesta celular normal a dafios en el DNA, en el mantenimiento de la
integridad del genoma (Xia et al., 2009 y Hassa et al., 2006), asi como en la activacion
de los mecanismos apoptéticos. Mientras que la sintesis de PARP aumenta segundos
después de que ha ocurrido el dafio en el DNA (figura 1), la cantidad de p53, se
incrementa varias horas despues, principalmente como resultado de una disminucién en
su degradacion (Simbultan-Rosenthal et al., 1998). Estudios por inmunoprecipitacion e
inmunoblot han demostrado, que junto con otras proteinas, p53 experimenta una extensa
poli-ADP-ribosilacion durante la muerte por apoptosis (Simbultan-Rosenthal et al.,
1999). La poli-ADP-ribosa polimerasa modifica las funciones de union de p53. Se ha
calculado que una molécula de un solo polimero de 20 residuos de ADP-ribosa puede
bloguear o revertir la secuencia de union especifica de 4 moléculas de p53 a la
secuencia consenso de DNA. La poli-ADP-ribosilacion de p53 forma el complejo PAR-
p53 que puede interferir con las siguientes funciones de p53: a) evitar su union al DNA,
al bloquear el dominio de unién de p53 con el DNA; b) protegerla de la degradacion al
modificar su configuracion de tal manera que sea inaccesible a la protedlisis.
(Simbultan-Rosenthal et al., 1999).

La estructura de poli-ADP-ribosa estd bien caracterizada. Las unidades del polimero
ADP-ribosa estan unidas por enlaces glucosidicos ribosa- ribosa 1°-2’. La longitud de la
cadena de polimeros es heterogénea y puede alcanzar los 200 a 400 unidades in vitro o
in vivo. Los polimeros largos estan ramificados de una forma irregular. La ramificacion
se produce in vitro e in vivo con un frecuencia de aproximadamente una rama en la
seccion lineal de 20 a 50 unidades de ADP-ribosa. La estructura quimica del sitio de
ramificacion de poli-ADP-ribosa es O-D-ribofuranosil-(1’-2)-O-D-ribofuranosil-(1°-
2’)-adenosina-5’,5’,5-trifosfato, cominmente conocido como Ado-(P)-Rib-(P)-Rib-P
(Hassa et al., 2006).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La DT2 es una enfermedad cronico degenerativa que aumenta dia con dia, tanto a
nivel nacional como mundial. Esta enfermedad es incurable ya que una vez que se
presenta no existe medicamento que revierta sus efectos en los pacientes ni que los
haga retornar a las condiciones metabolicas normales, por lo que constituye un
grave problema de salud puablica. Hasta el momento la diabetes solo puede
prevenirse y controlarse con los habitos cotidianos de alimentacion y actividad
fisica. Otra de las desventajas para las personas diabéticas es que su deteccion puede
ocurrir después de varios afios de adquirida, lo que desenlaza en diferentes
complicaciones, por lo que a la DM se le ha denominado “la muerte silenciosa”. En
la DT2, enzimas como PARP tienen un papel central, por lo que los mecanismos a
nivel bioguimico son una fuente importante de conocimientos, para entender de qué
manera afecta a nuestro organismo, especialmente al pancreas y proponer
alternativas que nos permitan sugerir un tratamiento eficaz contra esta enfermedad.
La poli-ADP-ribosilacion de p53 se ha descrito en células endoteliales en
condiciones de hiperglucemia, sin embargo en la apoptosis de las células  por
hiperglucemia, no se ha estudiado. Por lo que es importante evaluar el proceso de
poli-ADP-ribosilacion como uno de los mecanismo postraduccionales que
benefician la permanencia de p53 en las células  pancreaticas, alargando su vida y
su actividad bioldgica y asi propiciando la muerte de la célula B por apoptosis, la
disminucién de la masa celular y un mal funcionamiento del pancreas, a través de

los afios que resultara en complicaciones y en un mal estado de salud.
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4. JUSTIFICACION

La diabetes mellitus (DM) es un problema de salud mundial de grandes proporciones
que afecta de forma creciente a personas en edades cada vez mas tempranas, resta afios,
calidad de vida y se acompafia de un elevado costo econémico ademas deja grandes

secuelas de invalidez, discapacidad y mortalidad (Gonzales et al., 2009).

En 2010 la organizacion mundial de la salud (OMS), estimaba que a nivel mundial,
existian 250 millones de personas con esta enfermedad y consideraba que mas de 300

millones estaran en riesgo de presentarla.

En México, en 2008 se calculé que los costos hospitalarios directos e indirectos de la
diabetes mellitus fueron de 100 millones de dolares anuales. Por otra parte, las
instituciones que llevan el mayor peso en la atencion de pacientes con diabetes, son el
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) que atiende el 47.2% de los egresos
hospitalarios y la Secretaria de Salud (SSA) en donde se atiende al 35.9%; estas
instituciones registran poco mas del 83% de los egresos hospitalarios por diabetes,

situacién de importancia por el costo que les implica.

La diabetes mellitus no solo es importante por los costos que esta genera también es
importante desde el punto de vista emocional, para la familia implica el cuidado y

atencién de un familiar con alguna discapacidad visual, motora o por dafio renal.

El 90 por ciento de las personas que padecen diabetes presentan el tipo 2 de la
enfermedad. Ademéas 13 de cada 100 muertes en México son provocadas por la
diabetes. Una caracteristica de la DT2 es la pérdida de células B pancreaticas a través de
procesos apoptoticos, al morir las células B la produccion de insulina decrece hasta
llegar a la deficiencia absoluta. El estrés oxidativo es un factor determinante para que
estas células mueran ya que son altamente sensibles al dafio por ERO (derivado de la
cadena de transporte de electrones mitocondrial), resultado de la hiperglucemia, la
localizacion mitocondrial de p53 se ha relacionado con la induccion de apoptosis en
células RINm5F. Por lo que este estudio pretende ayudar a describir los cambios
postraduccionales de p53 que contribuyen a su estabilizacion y particular activacion en

respuesta al estrés hiperglucémico que culmina con la apoptosis de la célula.
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5. HIPOTESIS

Es conocido que la hiperglucemia genera ERO que dafian el DNA de la célula 3, lo que
favoreceria la formacion del complejo p53-PARP y la poli-ADP-ribosilacion de p53
hecho que permitiria incrementar su vida media y su actividad bioldgica; asi también,

evitaria su degradacion induciendo la muerte por apoptosis de las células RINm5F.
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6. OBJETIVOS

Objetivo general:

Evaluar la Poli-ADP-ribosilacién de p53; la formacién del complejo p53-PARP-1 vy la

induccion de apoptosis en celulas RINmSF tratadas con 30 mM de glucosa.

Objetivos especificos:

e Evaluar la Poli-ADP-ribosilacién de p53; la formacion del complejo p53-PARP-
1 y la induccién de apoptosis en células RINm5F tratadas con 30 mM de
glucosa.

e Establecer la presencia e interaccion de PARP-1 y p53 a través de la técnica de

western blot e inmunoprecipitacion.

e Evaluar la poli-ADP-ribosilacién de p53 en células RINm5F tratadas con 30

mM glucosa por inmunoprecipitacion y western blot.

e Medir las concentraciones de NAD"* y NADH por espectrofotometria.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1. Cultivo celular.

La linea celular RINmSF de origen pancreatico (células ), de morfologia epitelial,
secretoras de insulina, L-dopa-decarboxilasa de estirpe NEDH, patologia insulinoma,
organismo de procedencia rata Rattus norvergicus (Gazdar et al., 1980, Oie et al., 1983)
cultivadas en medio RPMI-1640 adicionado con 11 mM de glucosa suplementado con
suero fetal bovino (SFB) al 10% (v/v), 2 mM de L-glutamina, 1 mM de piruvato de
sodio; 20 pg/l gentamicina y 23.8 mM NaHCO3; en una atmoésfera himeda a 37 °C y 5
% de CO; (Ortega, 2006).

7.1.1. Resiembra de células.
Se retiro el medio agotado. Se lavd dos veces con solucion de Hank (5 ml por lavado).
Se adicion6 1 ml de tripsina (Tripsina 0.025%-EDTA 2 mM) e incub6 a 37 °C hasta que
se desprendieron las células, aproximadamente 1 min. Se adicionaron 4 ml de solucién
de Hank y se resuspendié varias veces con una pipeta de 5 ml. Se recuperaron las
células en un tubo de 15 ml. Se lavo la botella con 5 ml de solucion Hank y se adiciond
al mismo tubo, se tomo6 una alicuota (aprox. 20 ul) para cuantificar el nimero de
células. Se centrifugd a 240 x g (Rotanta 460 R 28 cm diametro), 5 min a 4 °C se
desechd el sobrenadante y se resuspendié el boton celular con 5 ml de RPMI 1640
suplementado. En la botella (75 mm?) se adicionaron 5 ml de RPMI 1640 suplementado
y posteriormente se agregaron las células (1.5 a 2.5 x 10°) para mantener el cultivo, se
cambid el medio un dia si el siguiente con la finalidad de que los nutrientes no se
agotaran. Cuando las células alcanzaron 75% de confluencia se desprendieron con
tripsina y se procedié a resembrar las células para aplicar los tratamientos (3.5 x 10°
células) en botellas de 75 mm? con 10 ml RPMI 1640 suplementado con SFB 10%. Se
utilizaron 3 botellas para el control (5.5 mM de glucosa) este fue evaluado hasta las 72h,
y tres por cada tratamiento (30 mM glucosa) y se mantuvieron por 2, 4, 8, 16, 24, 48 y
72 horas donde el porcentaje de viabilidad optimo en un cultivo de células RINm5F

debe ser mayor al 90%.
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7.1.2. Cosecha de células.
Al término de los tratamientos se recuperé el medio de cada una de las botellas (control
y tratamientos) en tubos de 50 ml para rescatar las células flotantes por centrifugacion a
240 x g (Rotanta 460 R 28 cm didmetro) por 5 min a 4 °C y se desecho el sobrenadante.
En consecuencia las células de las botellas se desprendieron con 5 ml de PBS-EDTA
(NaCl 140 mM; KCI 2.1 mM; Na;HPO,4 8.1 mM; KH,PO4 3H,0 1.5 mM; EDTA 2
mM), se incubo durante 3 min aprox. Después de este tiempo se agregaron 5 ml de PBS
frio y se recuperaron en los tubos de acuerdo al tratamiento, se lavaron las botellas con
PBS con el objetivo de recolectar el mayor nimero de células posible. Antes de ser
centrifugadas a 240 x g (Rotanta 460 R 28 cm didmetro) a 4 °C por 5 min, se tomé una
alicuota (20 pl) para cuantificar y verificar la viabilidad de las células mediante la
prueba de exclusién con azul de tripan. El resto de las células se lavaron 2 veces con

PBS por centrifugacion y se pasaron a tubos cénicos de plastico de 1.5 ml.

7.1.3. Viabilidad.

Esta técnica se basa en que las células muertas incorporan el colorante debido a cambios
en la permeabilidad de la membrana citoplasmatica. La proporcién relativa de las
células coloreadas o no, refleja el nimero exacto de células vivas o muertas (Morales,
2010).

Para comprobar el porcentaje de viabilidad celular, se hizo una dilucion 1:5 células-azul
tripdn 'y se colocé en un hemocitdbmetro (version Neubauer). Se observaron
inmediatamente al microscopio y se contaron las células viables (claras),
distinguiéndolas de las dafiadas (azules). No se consideraron las células que estaban
fuera del cuadrante de referencia y se realizd el calculo correspondiente (Lomonte,
2009; Morales, 2010).

Viabilidad = [N células vivas/(N® células vivas + N® células muertas)] x 100
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7.2.0btencion de fracciones celulares.

7.2.1. Lisado de células
Los botones celulares de control y tratamientos se resuspendieron en 500 pl de buffer A
(10mM Hepes, 10mM KCI, 0.1mM EDTA, 0.1mM EGTA, pH 7.9) que contenia
inhibidores de proteasas y fosfatasas (DTT 1 mM, PMSF 0.5 mM, NaF 50 mM, NaVO,
100 mM) y se incubaron durante 10 min a temperatura ambiente, se transfirieron los
lisados a un tubo 1.5 ml, se tomaron alicuotas de 50 pl para cuantificar proteinas totales.
Posteriormente se centrifugaron a 1500 x g (Thermo scientific survall ST 40 R 17 cm
didmetro) por 1 min a 4 °C y se colocaron en hielo. De los botones celulares se
obtuvieron la fraccion nuclear y del sobrenadante la fraccion citosolica. Los botones se
resuspendieron en 100 pl de Buffer C (20 mM HEPES pH 7.9; 0.4 mM NaCl; 1 mM
EDTA; 1 mM EGTA) se incubaron en hielo durante 30 min con agitacion en vortex
cada 2 min. Antes se tomd una alicuota para verificar la pureza de los nucleos, mediante
una tincion con azul de toloudina. Posteriormente, se centrifugd a 1500 x g (Thermo
scientific survall ST 40 R 17 cm diametro) por 5 minutos 4 °C y la fraccion nuclear se
recuper6 en el sobrenadante A. Los sobrenadantes obtenidos de la primera
centrifugacion (fraccién citosélica) se centrifugaron a 3100 x g (Thermo scientific
survall ST 40 R 17 cm diametro) por 30 minutos a 4 °C (2 veces). Finalmente los
sobrenadantes se separaron en alicuotas y antes de guardarlos a -70 °C se cuantificé la

concentracion de proteinas por el método de Lowry (Lowry et al., 1951).

7.3. Cuantificacion de proteinas
La técnica de Lowry es un método sensible que se basa en el contenido de aminoacidos
aromaticos de la muestra. Permite analizar de manera rapida muestras que contengan
hasta 5 pg de proteina. La reaccion de Folin-Ciocalteau (Cu alcalino del reactivo y la
reduccion de fosfofomolibdato-fosfotungstato) con los aminoacidos triptofano y tirosina
dara como resultado un compuesto de color caracteristico (azul) (Lowry et al., 1951,
Clark, 1966).

Para este propoésito se utilizo un estuche de Bio-Rad Protein Assay (Bio Rad
Laboratories Inc) el cual consta de Reactivo B (1 Litro). Reactivo A (250 ml) y
Reactivo S (5 ml). Esta técnica se realiz6 en una placa de ELISA de 96 pozos tomando

como referencia una curva patron de albimina como estandar.
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Cuadro Ill. Curva para cuantificacion de proteinas.

Agua destilada (pl) BSA 1 mg/ml (ul) *Reactivo D (ul) Reactivo B (ul)
25 0 25 200
20 5 25 200
15 10 25 200
10 15 25 200
75 175 25 200

*El reactivo D se prepar6é mezclando 500 pl del reactivo A con 10 pl del reactivo S.

Se utilizé una dilucion 1:5 de las muestras citosélica y nuclear de los tratamientos
control, 24, 48 y 72 h). Se colocaron 20 ul de agua y 5 pl de muestra en cada pozo y se
agregaron 25 pl de solucién D a todos los pozos; asi como 200 ul de solucion B. La
cuantificacion se hizo por triplicado. Se registro la absorbencia a 690 nm (filtro 8) en un
lector de ELISA (Multiskan Ex Labsystems). Con los datos se obtuvo una grafica de

referencia para calcular la concentracidn de proteinas totales.

7.4. Determinacion de apoptosis.

7.4.1. Fragmentacién de DNA.
Extraccién de DNA

Después de los tratamientos las células se cosecharon con PBS- EDTA. Se lavaron dos
veces por centrifugacion con PBS. EIl botdn celular se resuspendi6 con 10 ul de solucion
de lisis (EDTA 20 mM, Tris-HClI, igepal 1% pH 7.5) por cada millén de células (por lo
menos 5 millones) se agitd 10 segundos e inmediatamente se centrifugd por 5 min a
9200 x g (Thermo scientific survall ST 40 R 17 cm didmetro) 4 °C. A continuacion se

repitid la extraccion con el buffer de lisis en el botén y se unificaron los sobrenadantes.

Posteriormente, al sobrenadante se adicioné SDS al 1% y se incubd 2 horas con RNasa

a una concentracion final de 5 pg/pl a una temperatura de 56 °C, seguido por la
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digestion con proteinasa K a una concentracion final de 2.5 pg/ul durante 2 h a 37 °C.
Después se adiciono %2 volumen de acetato de amonio 10 M y 2.5 volimenes de etanol
absoluto, para precipitar el DNA, se almaceno una noche a -20 °C. EI DNA se visualizo

en un gel de agarosa 1.3% durante 70 min a 60 volts en TBE 1x (Herrmann, 1994).

7.5. Electroforesis y Western blot.

7.5.1. Preparacion de geles

Se realiz6 una electroforesis en gel de poliacrilamida. Gel separador al 8 % (mezclar 2.3
ml H,O destilada; 1.3 ml de acrilamida mix al 30%; 1.3 ml Tris 1.5 M (pH 8.8); 0.05 ml
SDS al 10%, persulfato de amonio al 10%, 0.003 ml TEMED). Posteriormente, se
preparo el gel concentrador con 1.4 ml H,O destilada; 0.33 ml de acrilamida mix 30 %;
0.25 ml Tris 1 M (pH 6.8); 0.02 ml SDS al 10%; 0.02 ml persulfato de amonio al 10%;
0.002 ml TEMED. Se coloco el peine sobre el gel separador y se llenaron los espacios
con el gel concentrador y se dejé polimerizar a temperatura ambiente. Una vez
polimerizados los geles se colocaron en la cAmara de electroforesis y se adiciono el
buffer de corrida 1 X (Tris base 25mM, Glicina 192 mM, SDS 0.1%, pH de 8.3).

7.5.2. Preparacion de las muestras
Se tomaron 50 ug de proteina segln la cuantificacién previamente realizada (método de
Lowry), se adicion6 el volumen correspondiente de amortiguador de Laemli (Tris 125
mM, SDS 2%, glicerol 10%, Mercaptoetanol 11 mM, azul de bromofenol 0.002%, pH
6.9) (SIGMA) y se incubd a 95 °C durante 5 min, posteriormente las muestras se
centrifugaron a 2200 x g (Thermo scientific survall ST 40 R 17 cm diametro) por 1 min
y se colocaron en los pozos del gel concentrador (maximo 25 pl), se utilizo un marcador
de peso molecular pretefiido (Bio-Rad). Se colocaron los electrodos y se dejo 15 min a

90 volts pasado este periodo se aumento el voltaje a 120 volts por 60 minutos.

54



7.5.3. Transferencia de proteinas
Se prepararon las esponjas, el papel filtro y la membrana de PVDF (8.5 x 6 cm). Se
humedecio el papel filtro y las esponjas en agua destilada durante 10 min y 10 min mas
en el buffer de transferencia (Glicina 192 mM, Tris base 25 mM pH de 8.3; SDS 0.037
%; 20% de metanol). La membrana de PVDF se colocé 30 s en metanol, después 5 min
en agua destilada y finalmente 15 min en buffer de transferencia. Se utiliz un cassette
de transferencia y se emparedo el gel, se coloco en la camara de transferencia, y se
adiciono el buffer de transferencia. Se colocé un agitador magnético y se dejo sobre una

placa de agitacion, cerrando el dispositivo y se aplicaron 40 volts toda la noche.

7.5.3.1. Blogqueo
Al final de la transferencia, se enjuag6 la membrana con TBS-T (Tris 20 mM; NaCl 150
mM; Tween 20 al 0.1%) y se bloqued con una solucion de albdmina al 5% en TBS
durante 2 h en agitacién suave. Posteriormente se lavo dos veces con TBS-T 0.5 M
NaCl durante 10 min y 3 veces de 10 min con TBS-T 0.15 M NaCl con agitacion

maxima.

7.5.3.2. Incubacion: anticuerpo primario.
Se adiciond el anticuerpo anti-PARP-1(rabbit polyclonal 1gG; Santa Cruz
Biothecnology, Santa Cruz, CA), 1:1000 en TBS-Tween (0.15 M NaCl) BSA 1%, se
incub6 con agitacién suave toda la noche a 4 °C. Se lavo 3 veces por 10 min con TBS-
Tween (0.15 M NacCl).

7.5.3.3. Incubacion: anticuerpo secundario
La union de los anticuerpos se detecto con un anticuerpo anti-rabbit marcado con
peroxidasa de rabano (HRP) (1:2000) (Santa Cruz Biothecnology, Santa Cruz, CA) en
TBS-Tween (0.15 M NaCl) BSA 1%. Se lavo 3 veces por 10 min con TBS-T (0.15 M
NaCl).
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7.5.3.4. Revelado
Se utilizé un estuche comercial de quimioluminiscencia (Perking Elmer LifeScience,
Boston USA), 1 ml de esta solucion fue vertida en la membrana y se dejo actuar por 2
min y se visualizd en un fotodocumentador STORM (lampara azul) y se escaneo la

membrana, la imagen se guardo en formato TIFF.

7.6. Inmunoprecipitacion.

Se transfirieron 200 pg de proteina total a un tubo de centrifuga de 1.5 ml. Se afnadio 5
ul (1pg) de anticuerpo primario anti-p53 pAb 240 (Santa Cruz Biotechnology) y se
incubaron durante una hora a 4 °C en agitacion orbital. Se afiadieron 20 pl de Protein G
PLUS-Agarose (Santa Cruz Biotechnology) y se incubaron en agitacion orbital toda la
noche. Posteriormente se colectaron los inmunoprecipitados por centrifugacion a 1000 x
g (Thermo scientific survall ST 40 R 17 cm didmetro) por 5 minutos a 4°C, el
sobrenadante se descartd. Los precipitados se lavaron 4 veces con PBS por
centrifugacion y finalmente se resuspendieron con 20 pl de amortiguador de Laemli, se
calentaron por 2-3 minutos a 95 °C y se centrifugaron 1 min a 1000 x g (Thermo
scientific survall ST 40 R 17 cm didmetro), el sobrenadante se pasé a un tubo limpio.
Finalmente las muestras se cargaron en PAGE-SDS al 10 %, 1 h a 100 volts, y se
transfirieron a una membrana de PVDF (0.8 mA/cm2), la membrana se lavd y se
bloqgue6 como se describié previamente. Se incubd toda la noche a 4°C con el
anticuerpo primario anti-PARP (1:1000; Santa Cruz Biotechnology), anti-poly(ADP-
ribose) (10H) (Alexis Biochemicals) para detectar residuos de Poli-ADP-ribosa (1:200)
poly(ADP-ribose) en TBS-T-BSA 1%. Para la deteccion se utilizaron anticuerpos
secundarios marcados con peroxidasa de rabano y un estuche comercial de

quimioluminiscencia (Perking Elmer Life Science, Boston USA).
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7.7. Concentraciones de NAD* y NADH

7.7.1. Lisis de células para cuantificacion de nucledtidos

NAD"

Después de los tratamientos las células se obtuvieron con PBS-EDTA y se lavaron dos
veces por centrifugacion con PBS. El boton celular se resuspendi6é en 500 pl de acido
perclérico 5% y se homogeneizé con un polytron (Mod. PT 1200 CL hecho en Suiza )
por 2 minutos, 5 repeticiones con intervalos de incubacion en hielo de 1 min. Al término
de la homogenizacion se centrifugaron las muestras a 10000 x g (Thermo scientific
survall ST 40 R 17 cm diametro) 4 °C, 15 min. Se recuper6 el sobrenadante y se
agregaron 2.5 pl de azul de bromotimol, se adiciond6 KOH 2 N hasta un color verde-
azul, para ajustar el pH. Posteriormente se dejaron en hielo durante 30 min y se
centrifugaron a 10000 x g (Thermo scientific survall ST 40 R 17 cm didmetro) a 4 °C
durante 15 minutos. Se recupero el sobrenadante y se almaceno a -70 °C hasta el dia

siguiente.

7.7.2. Cuantificacion NAD"

La concentracion de NAD" celular se determiné por un método ciclico enzimatico que
utiliza la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) de Saccharomyces cerevisiae. El
incremento en la densidad dptica tomada a 340 nm nos indica la cantidad de NAD". La
enzima alcohol desidrogenasa (ADH) se utilizé con la siguiente concentracion 1mg /50
pl amortiguador de fosfatos 0.1 mM pH = 7.5. La reaccion se lleva a cabo directamente

en la celdilla del espectrofotometro, colocando las siguientes soluciones:

Se agregaron 2.89 ml del amortiguador de pirofosfato de sodio (0.1 M a pH 7.2), al cual
se agreg6 1 ml de etanol por cada 100 ml al momento del uso. Mas 0.1 ml de NAD™ (1
mg/ml) (control) o bien de muestra, se agita y se toma una primera lectura (E1), a 340
nmy se inicia la reaccion adicionando 0.01 ml de ADH (20 U/mg concentracion final),
se mezcla y se toma una segunda lectura (E2), se adiciona nuevamente 0.01 ml de ADH

se mezcla y se toma una tercera lectura (E3) (Worthington, 1973).
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Principio: ADH

—
NAD *+ Etanol NADH + H + Acetaldehido

Las 3 lecturas son utilizadas para calcular las concentraciones dela coenzima, utilizando

la siguiente formula.

C= 30 = umoles/ml= muestra | (AE)
£ (1.0) (0.10)
g ~
Paso de luz Vol. de la
celdilla muestra
Donde:

e= Coeficiente de extincion molar = 6.22 para 340 nm

(AE) +(E2-E1)- (E3-E2)

NADH

El botén celular se resuspendié y homogeneizo con 500 ul buffer (50mM de KOH,
22mM de boratos, 30% de etanol,). Se incub6é 30 min en hielo después se centrifugo a
10000 x g (Thermo scientific survall ST 40 R 17 cm diametro) por 10 min a 4 °C, se
tomo el sobrenadante y se agregaron 2.5 ul de azul de timol (0.1%) se adicionaron 2 pl
de HCI 3M (para neutralizar el pH) , se dejé en hielo por 30 min y se centrifugd a 10000
X g por 10 min a 4 °C, se recuperdé el sobrenadante y se almacend a -70 °C hasta el dia

siguiente para hacer la cuantificacion (Tommy et al., 1999).

7.7.3. Cuantificacién de NADH

La concentracion de NADH celular se determin6 por un método ciclico enzimatico que
utiliza la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) de Saccharomyces cerevisiae. La

disminucién en la densidad Optica a 340 nm es un indicador de NADH. La reaccién se
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lleva a cabo directamente en la celdilla del espectrofotometro, colocando las siguientes

soluciones:

Se coloco en la celdilla, 2.49 ml buffer de trietanolamina- HCI (0.1 M, pH 7.6) y 0.40 ml
piruvato de sodio (23 mM) se mezcld y se registrd la absorbencia a 340 nm (E1). Se
adicionaron 0.10 ml de muestra o estandar NADH (1 mg/ml), se mezcld y se registré la
absorbencia (E2). Se inici6 la reaccion por la adicion de 0.01 ml de LDH se mezcl6 y se
tomo la tercera lectura (E3). Se adicion6 nuevamente la enzima 0.01 ml, se mezclo y

leyé (E4) La concentracion final de la enzima fue de 9.2 U/ml (Worthington, 1973).

Principio:

(1AH)
Piruvato + NADH + H » L- Lactato + NAD"

Las 4 lecturas son utilizadas para calcular las concentraciones de la coenzima,

utilizando la siguiente formula:

AE
C=3.0 = umoles/ml= muestra | 4%
€ (1.0) (0.10)
A &
Paso de luz Vol. dela
celdilla muestra
Donde
€340 — 6.22

(AE) | =(E1-E2) + (E4 - E3)
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8. RESULTADOS

Efecto de la hiperglucemia sobre la viabilidad de las células RINmM5F.

Se puede observar en la Fig. 9 el porcentaje de viabilidad del promedio de 3
experimentos independientes a través de la técnica de exclusion de azul tripan y conteo
en camara de Neubauer, el porcentaje de células RINm5F vivas disminuye cuando se
aumenta el tiempo de exposicién a una condicion de hiperglucemia (30 mM glucosa) lo

que denota un comportamiento inversamente proporcional.

Tabla 2. Porcentaje de viabilidad

TRATAMIENTOS % DE VIABILIDAD

Control 100
2h 97
4 h 96
8h 95
16 h 20
24 h 91
48 h 65
72 h 45

Viabilidad de Células RINmSF " 3> ™"

% VIABILIDAD

30mM
100 |
z ! I I I I
80 T *
] I
60 T %
a0 | I
20
0 E T T T T T T
2h 4h 8h 16 h 24 h 48 h 72 h

TIEMPO

Fig.9. Porcentaje de Viabilidad. Las células RINm5F se cultivaron en condiciones 30mM de glucosa por
2,4,8,16, 24,48 y 72 h. Células control tratadas con 5.5 mM de glucosa. La viabilidad se evallo a través
de la prueba de exclusion con azul tripan. La gréfica muestra el coeficiente de variacion (% CV) de 3
experimentos independientes y el error tipico (£5%).
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Fig.9. Porcentaje de Viabilidad. Las células RINm5F se cultivaron en condiciones 30mM de glucosa por
2,4,8,16, 24, 48 y 72 h. Células control tratadas con 5.5 mM de glucosa. La viabilidad se evallo a través
de la prueba de exclusion con azul tripan, estas fueron observadas al microscopio a un aumento de 40X en
un hemocitémetro (caAmara de Neubauer). La grafica muestra el coeficiente de variacién (% CV) de 3
experimentos independientes y el error tipico (£5%).

Fragmentacion de DNA oligonucleosomal

La Fig. 10 muestra la fragmentacion oligonucleosomal de DNA, a mayor tiempo de
exposicion de las células a una condicion 30 mM de glucosa se aprecian con mayor
nitidez las bandas de DNA.

Marcador Tratamientos
de peso Ctrol 24h 48h 72h

. !
’ -

Fig. 10. Fragmentacion oligonucleosomal de DNA en células RINm5F tratadas con 30 Mm de glucosa
por diferentes tiempos (24, 48 y 72 horas y control 5.5 mM de glucosa. Marcador de peso molecular (B1O
RAD 100 a 1000 pb). Agarosa al 1.3% en TBE 1X. Imagen representativa de 4 experimentos

independientes.
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Formacion del complejo p53-PARP por hiperglucemia

La interaccion entre las proteinas p53 y PARP se comprobé por inmunoprecipitacion de
p53 de la fraccion nuclear y el revelado del western blot con el anticuerpo anti-PARP.
En la Fig. 11 se observa que PARP co-precipita con p53 a partir de las 2 h de
exposicion a 30 mM de glucosa y a partir de las 24 h empieza a disminuir su presencia.

El grupo control tratado con 5.5 mM de glucosa es evaluado hasta las 72.

Inmunoprecipitacién: anti-p53 Ctrl 2h 4h 8h 16h 24h 48h 72h
Western blot: anti-PARP e —
Glucosa ~>->mM  + - Sl = R =
: 30 mM - + + + + + + +

Fig. 11. Formacion del complejo p53-PARP en células RIMn5F cultivadas con 30 mM a diferentes
tiempos 2,4, 8, 16, 24, 48 y 72 h. Se muestra una imagen representativa de 5 experimentos
independientes.

Fragmentacion de PARP en células RINm5F por hiperglucemia.

Como se observa en la Fig. 12 A en las células RINmM5F, la condicién de alta glucosa
induce la fragmentacion de PARP (30 mM), asi se muestra la presencia de un fragmento
de 85 kDa a partir de 24 h de incubacion, siendo mas evidente a las 72 h. Con base en
estos resultados decidimos analizar la integridad de la enzima a tiempos méas cortos
(Fig. 12 B). Los resultados mostraron que antes de 24 h la enzima se encuentra integra
en las celulas RINm5F. Ademas la densitometria muestra un incremento en la
concentracion de PARP a partir de las 2 h de tratamiento con a 30 mM de glucosa,

alcanzando un pico a las 16 h.
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Fig. 12 A: Andlisis por Western blot y densitometria de PARP en células RINm5F cultivadas con 30 mM
a diferentes periodos de tiempo (24, 48 y 72 h) 55 mM de glucosa. Se muestra una imagen
representativa de 5 experimentos independientes. *p<0.001
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12 B: Western blot y densistometria de PARP en células RINm5F cultivadas con 30 mM  durante
diferentes periodos de tiempo (2, 4, 8. 16, 24, 48 y 72 h). Control 5.5 mM. Se muestra una imagen
representativa de 5 experimentos independientes. *p<0.001

Poli -ADP- ribosilacion de p53 en condiciones de alta glucosa

La Fig. 13 A muestra que el tratamiento con 30 mM de glucosa favorece la adicion de
residuos de ADP ribosa a p53, a partir de las 2 h, mostrando ademas un pico a las 16 h.
Este evento disminuy6 a partir de las 24 h. Con el propoésito de confirmar estos
resultados se realizd la inmunoprecipitacion de p53 del extracto nuclear y se hizo el
western blot, posteriormente la membrana se revel6 utilizando el anticuerpo contra los
residuos de ADP-ribosa. Los resultados demuestran que la hiperglucemia induce la poli
ADP ribosilacion de p53 en células RINm5F Fig. 13 B.
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Fig. 13 A. Poli ADP ribosilacion de p53 por alta glucosa. A: Analisis de los residuos de ADP- ribosa en
extracto nuclear células RINmSF cultivadas con 30 mM de glucosa por diferentes tiempos (2, 4, 8, 16,
24, 48 y 72). 13 B: Western blot de p53 (inmunoprecipitacion) y revelado con anti-PAR. MP: marcador
de peso molecular. Se muestra una imagen representativa de 5 experimentos independientes. (ANOVA y
Fisher *p <0.001.
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Alteracion de las concentraciones de NAD™ y NADH por efecto de hiperglucemia

Los resultados sobre la cuantificacion de los nucle6tidos se muestran en las figuras 14 A
y 14 B. La concentracion de NAD™ disminuyo significativamente en el grupo de 30 mM
glucosa desde 24 y hasta 72 h; (0.0054; 0.0031; 0.0015), con respecto al grupo control
(0.0067) (Fig. 14 A). Por el contrario la concentracion de NADH tendi6 a ser mayor en
las células RINm5F cultivadas con 30 mM glucosa conforme se incrementd el tiempo
de tratamiento (0.2109, 0.2554, 0.3672) con respecto al grupo control (0.1252) (Fig. 14

B). Por lo tanto la relacion NAD*/NADH mostr6 el mismo comportamiento (Tabla 3).

A
Expresion de NAD* en Células RINmSF

0.008

HO: Todas las medias con iguales
0.007 Ha: Al menos una de las medias es diferente

*

0.006
0.005

e

Concentracion (mg/mL)

0.004
0.003
0.002
0.001

Control 24 h 48 h 72 h
TIEMPO

Fig.14 A. Expresion de la concentracion (mg/mL) de NAD" a diferentes tiempos en células RINMSF
cultivadas con glucosa 30mM (24h, 48h y 72h) y glucosa 5.5 mM de glucosa (Control). Cuantificacion
realizada por método de espectroscopia UV/Visible. Error Tipico (x5%). ANOVA One-Way Kruskal-
Wallis; Ha:aceptada. Comparacion Mdltiple de los Tratamientos, por método de Fisher LDS y Tukey
Kramer; pruebas Ha: aceptadas *p = 0.05.
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Expresion de NADH en Células RINmSF

0.408 %
0.357

0.306 o
0.255 % I

- s

Concentracion (mg/mL)

—

0.204
0.153
0.102

0.051

Control 24 h 48 h 72 h
TIEMPO

Fig. 14 B. Expresion de la concentracion (mg/mL) de NADH a diferentes tiempos en células RINm5F
cultivadas con glucosa 30mM (24h, 48h y 72h) y glucosa 5.5 mM de glucosa (Control). Cuantificacion
realizada por método de espectroscopia UV/Visible. Error Tipico (+5%). ANOVA One-Way Kruskal-
Wallis; Ha:aceptada. Comparacion Miultiple de los Tratamientos, por método de Fisher LDS y Tukey
Kramer; pruebas Ha: aceptadas *p = 0.05.
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Fig. 14 C. Relacion de NADH con NAD™ en células RINMSF a diferentes tiempos cultivadas con glucosa
30mM (24h, 48h y 72h) y glucosa 5.5 mM de glucosa (Control). Error Tipico (+5%).
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Tabla 3. Relacion NADH/NAD®. Se muestra la media (concentracion mg/ml) el coeficiente de
variacion (%CV) y la relacion (cociente) entre NADH/NAD" de 3 experimentos independientes.

Grupos E\Irr?gD/:L) %CV=NADH NAD’ (mg/mL) %CV=NAD" Cociente NADH/NAD"

Control 0.12516667 0.263 0.0067 18.682

24h 0.21086667 712 0.0054 39.049
48 h 0.25536667  0.239 0.0031 82.376
72h 0.3672 31349 0:0015 244.800

Tabla 3. Se muestra la media (concentracion (mg/mL) de NAD" y NADH obtenido) de los Tratamientos
realizados por triplicado de Células RINm5F cultivadas con glucosa 5.5 mM (Control) y 30 mM por 24h,
48h, y 72h; asi como, el porcentaje del Coeficiente de Variacion (medida de dispersion que tiene por
objeto evaluar la magnitud de los desvios de los valores de la variable con respecto al valor central de la
distribucién, este equivale a la razén entre la media aritmética y la desviacion tipica o estandar). Nivel
optimo estandarizado %CV<7.250, para cada muestra.
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9. DISCUSION

El presente trabajo tuvo como proposito determinar si en condiciones de hiperglucemia
(30 Mm de glucosa) se activa la enzima PARP y se forma el complejo p53-PARP-1 y
sucede el proceso de Poli-ADP-ribosilacion de p53 permitiendo de esta manera la
induccion de apoptosis en células RINm5F (linea proveniente de insulinoma de rata).
Asi se encontro que la alta glucosa induce la formacion del complejo p53-PARP-1 y la
poli-ADP-ribosilacion de p53 en tiempos cortos; y posteriormente inactiva a PARP.
Este evento podria resultar en el incremento en la tasa de apoptosis. Existen otros
mecanismos post-traduccionales de p53 como la metilacién, fosforilacion, acetilacion y
ubiquitinacién, que determinan las funciones de p53 en respuesta al estrés celular.
(Taira y Yoshida, 2012). También observamos que la alta glucosa modifica el

metabolismo celular al desequilibrar la relacion NAD*/NADH.

Las células RINm5F se cultivaron en RPMI-1640 11 mM suplementado con SFB 10%
siguiendo las recomendaciones para esta linea celular en una atmosfera himeda a 37 °C
y 5% de CO,. Para los tratamientos el medio RPMI 1640 11 mM de glucosa, se
sustituyd por RPMI 1640 que contenia 5.5 mM de glucosa para el grupo control (esta
concentracion equivale a 100 mg/dl de glucosa en humanos sanos) y para los
tratamientos por RPMI 1640 adicionado con glucosa 30 mM, (equivalente a 540 mg/dl
de glucosa sanguinea semejantes a los que se observan en personas con DT2). Las

células se mantuvieron en estas condiciones durante 2, 4, 8, 16, 24,48 y 72 h.

Los efectos adversos de la hiperglucemia (30 mM) sobre la viabilidad de las células 3
pancreaticos se conocen hace tiempo (Grankvist et al., 1977; kaneto et al., 1999;
Marshak et al., 1999; Kahn et al., 2001; Evans et al., 2003; Robertson y Harmon, 2006).
Se ha descartado la inviabilidad de las células como consecuencia de un cambio
osmotico, ya que en experimentos anteriores se adiciono manitol (25 mM), como
control de osmolaridad (Ortega C. 2006). De esta forma se puede observar en la Fig. 9
que el porcentaje de células RINm5F vivas disminuye hasta un 45% a las 72 h, (medida
por exclusion de azul tripan), valor significativo que demuestra que poco mas de la
mitad de la poblacidn celular no es viable, asi pues; cuando se aumenta el tiempo de
exposicion a una condicion de hiperglucemia (30 mM glucosa) se denota que de manera

inversamente proporcional disminuye la viabilidad celular.
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Asi también las condiciones de hiperglucemia constante conducen a estrés oxidativo
cronico porque la glucosa en concentraciones anormalmente altas estimula produccion
de especies reactivas de oxigeno y otros radicales libres, de origen mitocondrial debido
al incremento de NADH y FADH,_ por lo tanto al flujo de electrones en la cadena

respiratoria (Robertson y Harmon, 2006).

Tanto, las ERO, el oxido nitrico (NO), y el estrés oxidativo (Koo et al, 2011), presentes
en pacientes diabéticos debidos principalmente a la hiperglucemia crénica causan un
deterioro importante en las células f (Marshak, 1999; West, 2000; Ortega et al., 2006)
debido a la vulnerabilidad de estas a las ERO (Kijimoto y kaneto, 2004; Koo, 2011) y a
los bajos niveles de expresion de enzimas antioxidantes, resultando en el bajo
rendimiento de las mismas (West, 2000; Kajimoto y kaneto, 2004), estos dafios pueden
conducir a la muerte por apoptosis. (Koo et al, 2011). En este estudio observamos la
fragmentacion oligonucleosomal del DNA (patron escalera) en células RINm5F, una
caracteristica que hasta ahora se ha considerado exclusiva de la muerte apoptética
(Gomez, 1998; Porras, 2010). Se sabe que las células RINm5F cultivadas con 30 mM de
glucosa a las 48 h presentan externalizacion de fosfatidilserina, un indicativo inicial de
muerte por apoptosis. Una vez que se inicio un proceso apoptotico en dichas células la
proteina p53 se localizé en la mitocondria, y se observo una disminucion en el potencial
de membrana mitocondrial (Ortega C. 2006). Con base en estos resultados se propuso
que la hiperglucemia induce apoptosis de las células B pancredticas, posiblemente a
través de la movilizacion de la proteina p53 a la mitocondria (Ortega et al., 2006).
Derivado de este estudio, surgid la propuesta de estudiar las modificaciones
postraduccionales que pudieran estar regulando la vida media de p53, al inhibir su

degradacion.

La proteina p53 cumple una funcion importante en cuanto a la sobrevivencia de la
célula, a través del monitoreo de dafio celular que puede ser provocado por el estrés
oxidante al aumentar la produccién de ERO que inducen dafios en el DNA con la
subsecuente activacion de los mecanismos de reparacidn (Sakai 2003; Brownlee, 2005).
Asi como respuesta al dafio en el DNA, se estimula la activacion de genes y proteinas
que catalizan los mecanismos de reparacion del DNA, entre estas proteinas se
encuentran p53 y PARP, para enmendar los dafios y tratar de restablecer a la célula
hasta un estado metabdlico normal. Sin embargo si el dafio es severo entonces p53 se

encarga de iniciar el proceso de apoptosis a través de la expresion de genes pro y
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antiapoptoticos como los pertenecientes a la familia Bcl-2 o PIGs (Genes inducidos por
p53). La proteina p53 tiene la propiedad de regular el inicio de la apoptosis a través de
mecanismos transcripcionales, como los antes descritos e independientes de
transcripcion (Caelles et al., 1994). Se ha demostrado que en respuesta a multiples
estimulos de muerte, una fraccion de p53 se transloca a la mitocondria (Sansome et al.,
2001). En la mitocondria p53, puede interactuar directamente e inhibir a las proteinas
antiapoptoticas Bcl-2 y BcL-XL (presentes en la membrana mitocondrial externa) y
contribuir a la activacion de Bax y Bak que permeabilizan la membrana mitocondrial
externa, actuando sobre CADV (canal anidnico dependiente de voltaje) y por ende
desequilibrar el potencial de membrana; permitiendo asi, la liberacion de activadores
apoptoticos hacia el citoplasma (Marchenko, 2000), como el citocromo c,
contribuyendo de esta manera a la formacion del apoptosoma y a la activacién de la via
intrinseca de apoptosis (Belizario, 2007). Debido a que p53 es una proteina de vida
media corta, es probable que para su translocacion hacia la mitocondria, sea necesario
evitar los mecanismos de degradacion. La degradacion de p53 a cargo de Mdm-2, puede
evadirse por cambios postraduccionales como fosforilacion, acetilacion, ubiquitinaicon

y poli-ADP- ribosilacion.

La actividad de la enzima poli(ADP-ribosa) polimerasa (PARP) y la acumulacion de
p53 se inducen por el dafio en el DNA, y ambas han sido implicadas en la respuesta
celular normal a tales dafios, como es la activacion de los mecanismos apoptoticos
(Simbulan-Rosenthal, 1998). La molécula de PARP se une al DNA dafiado y cataliza la
transferencia de unidades de ADP-ribosa a partir de NAD®, a si misma y a otras
proteinas nucleares como p53 (Pacher, 2002) iniciando asi la sintesis del polimero
pADPr. Los resultados de este estudio muestran que en condiciones de hiperglucemia
en el cultivo de células RINm5F, la poli ADP-ribosilacién de p53 se presenta al poco
tiempo de iniciado el tratamiento (2 h), se incrementa hasta las 16 h, y posteriormente
inicia el decremento en forma constante, debido a la fragmentacidn e inactivacion de la
enzima PARP (ANOVA One-Way Kruskal-Wallis, comparacion mdaltiple de los
tratamientos, por método de Fisher *p<0.001) que se observa claramente (Fig. 12 A 'y
12 B) a partir de 24 h de exposicion a 30 mM de glucosa. Lo que demuestra que la poli-
ADP-ribosilacion de p53 es una respuesta temprana en condiciones de hiperglucemia
(Fig.13 Ay 13 B) que pudiera contribuir a la estabilidad de la proteina y probablemente

a su movilizacién hacia a la mitocondria. Se ha demostrado que PARP constituye un

71



sustrato para la caspasa 3, enzima encargada de la proteolisis apoptética. La enzima
caspasa-3 reconoce el motivo DEVD dentro de las secuencias de localizacidn nuclear de
PARP-1 esta proteina puede ser cortada en dos fragmentos de 89 y 24 kDa. Esta ruptura
proteolitica se considera actualmente como un marcador de apoptosis dependiente de
caspasas (Martin, 2005). Por lo que su inactivacion de PARP en estas condiciones
concuerda con el decremento de la viabilidad de las células RINm5F por apoptosis en
condiciones de hiperglucemia. Estudios previos con células humanas, han demostrado
por inmunoprecipitacion la formacién del complejo PARP-p53 (Malanga, 1998). La
poli ADP-ribosilacion de p53 puede evitar su degradacién al modificar su configuracion
haciéndola inaccesible a la protedlisis de Mdm2, estos eventos conducen
inevitablemente a la muerte de las células por apoptosis (Wesierska-Gadek et al., 1996;
Malanga, 1998).

Por otro lado, las concentraciones intracelulares de NAD" son de vital importancia para
la activacion de PARP, debido a que determinan el tamafio del polimero de ADP-ribosa
(reaccion de polimerizacion). Por lo que en este estudio se midieron las concentraciones
intracelulares de NAD" y de NADH, mediante espectrofotometria. Los resultados
mostraron una disminucion estadisticamente significativa de las concentraciones de
NAD™ y un incremento en la concentracion de NADH, conforme se incremento el
tiempo de cultivo con alta glucosa (ANOVA One-Way Kruskal-Wallis, comparacion
maltiple por Fisher LDS y Tukey Kramer, *p= 0.05), lo que modificd la relacién
NAD*/NADH. Sin embargo, los cambios en los nucledtidos de niacinamida en estas
condiciones, aparentemente no estan relacionados con la sobreactivacion de PARP,
dado que ésta se degrada y disminuye su actividad a partir de 24 h. Lo que resulta de
suma importancia para preservar los niveles de energia necesarios para la apoptosis. Se
sabe que el abatimiento significativo de la concentracion de NAD" tiene un efecto
directo sobre el aporte energético de la célula, siendo motivo suficiente para iniciar el
proceso de muerte (West, 2000). La disminucion en la relacion NAD*/NADH es el
reflejo del incremento en la concentracion de NADH, lo cual tiene consecuencias
severas en el metabolismo celular. Uno de los mas importantes relacionados con la
hiperglucemia, es la acumulacion de protones en la membrana interna mitocondrial, lo
que incrementa el gradiente de protones, y la produccion de anion superdxido y otras
ERO. Por lo que es un indicador del estado redox de la célula. El incremento de ERO de

origen mitocondrial y estrés oxidante en células tratadas con alta glucosa se ha
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demostrado previamente (West, 2000; Sakai et al., 2003; Kajimoto y Kaneto, 2004;
Ortega et al.,2006; Robertson y Harmon, 2006), asi como los cambios en la
concentracion de nucleodtidos de niacinamida y de los sistemas antioxidantes
(Rechsteiner et al., 1976; West, 2000; Kajimoto y Kaneto, 2004; Diaz-Flores et al.,
2006). Por otro lado, segun los resultados mostrados en la Fig.14 C las concentraciones
de NADH son mucho mas altas que las de NAD™ por lo que una de las posibles causas
de este comportamiento es que ya no existe una reaccién de oxidacion solo de reduccion
por el exceso de protones derivado de la condicion de hiperglucemia y del mal

funcionamiento metabolico generado por el proceso apoptético.
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10. CONCLUSIONES

Con base en estos resultados podemos concluir que la hiperglucemia, conduce a la
activacion PARP y a la adicion de residuos de ADP-ribosa que podria contribuir a la
preservacion y activacion de la proteina p53 para la inducciéon de apoptosis en las
células RINm5F, aunado a los cambios redox dados por la relacion NAD+/NADH en

condiciones de alta glucosa.

Por lo que este estudio aporté un mecanismo bioguimico no conocido que sin duda
ayudara a comprender aun mas el funcionamiento de la célula B, del pancreas y los
dafios por hiperglucemia presentes en un estado diabético, que hoy en dia cada vez
suma un mayor nimero de personas a nivel mundial como nacional, las que al padecer
la enfermedad pierden calidad y afios de vida de ahi la importancia de esta
investigacion. Hasta el momento la mejor opcidon para los pacientes con diabetes
mellitus (DM) es la prevencion, mediante una alimentacién sana y balanceada, hacer
gjercicio y una vida sin estrés. Uno de los propositos de la ciencia es poder brindar
medicamentos mas eficientes para la poblacion diabética por lo que aun queda mucho
por entender de la bioquimica de la célula B y en consecuencia un arduo trabajo por

hacer.
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