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. RESUMEN

La diabetes mellitus es una enfermedad multifactorial, que se caracteriza
principalmente por los niveles altos de glucosa en sangre, causados por una
disminucién en la produccion y secrecién de insulina de las células B
pancreaticas. El mecanismo mediante el cual la hiperglucemia induce la
apoptosis de las células B pancreaticas no esta completamente entendido. Sin
embargo, se sabe que la hiperglucemia crénica promueve la activacion y
translocacion de la proteina p53 hasta la mitocondria. El presente trabajo
pretende conocer si la apoptosis de las células RINmM5F generada por
hiperglucemia esta relacionada con la regulacion deficiente de p53 por parte de
la proteina Mdm2 que ve alterada su funcién de ubiquitina E3 ligasa. Con este
propésito se cultivaron células productoras de insulina (RINm5F) en medio RPMI
1640-SFB 10%, en presencia de 5 mM 6 30 mM de glucosa durante 4, 8, 16, 24,
48 y 72 h. Se obtuvo el RNA para analizar la expresion de Mdm2 por gPCR en
tiempo real, también se obtuvieron las fracciones subcelulares (nucleo y citosol)
para determinar la concentracion y actividad de Mdm2 por ensayos de western
blot. La apoptosis se evalué mediante el analisis de integridad del DNA por
electroforesis en gel de agarosa. Con el propésito de conocer la localizacion
subcelular de Mdmz2, se realiz6 un estudio por microscopia confocal

Los resultados mostraron que las células RINm5F cultivadas con glucosa
30 mM disminuyen la expresién y concentracion de Mdm2 desde 8 y 24 h
respectivamente. También se observo que la fosforilacion de Mdm2 en serina
166 se incrementa hasta las 72 h. Estos resultados nos permiten proponer que la
hiperglucemia al afectar la expresion y concentracion de Mdm2 evita el
reconocimiento y degradacién de p53, desencadenando la apoptosis de las
células RINm5F. Sin embargo la fosforilacién del Mdm2 en serina 166 nos indica
gue una parte de las células, resistié al estrés producido por los niveles elevados
de glucosa, activando las sefiales de sobrevivencia. Con base en estos
resultados podemos concluir que en condiciones de alta glucosa, las funciones
de Mdm2 para ubiquitinar y conducir la degradacion de p53, estan disminuidas y

llevan finalmente a la apoptosis de las células RINm5F.



[ll. ABSTRACT

Diabetes mellitus is a multifactorial disease which is mainly characterized
by high levels of blood glucose, caused by a decrease in the production and
secretion of insulin from pancreatic B cells. The mechanism through which
hyperglycemia induces apoptosis of pancreatic $ cells is not fully understood.
However, it is known that chronic hyperglycemia promotes the activation and
translocation of p53 protein to the mitochondria. This work aims to determine
whether apoptosis of RINm5F cells was generated by the effect of hyperglycemia
and to determine whether this related to poor regulation of p53 by Mdm2 protein
that altered function of E3 ubiquitin ligase. In order to carry this out, insulin
producing cells (RINm5F) were cultured in RPMI 1640-SFB 10% medium in the
presence of 5 or 30 mM glucose for 4, 8, 16, 24, 48, 72 h. RNA was obtained to
analyze Mdm2 expression by real-time qPCR were also obtained subcellular
fractions (nucleus and cytosol) to determine the concentration and activity of
Mdm2 by western blot assays. Additionally, DNA integrity was analyzed using
electrophoresis in agarose gel to assess apoptosis. For the purpose of assessing
intracellular Mdm?2 distribution confocal microscopy was done.

The results showed that RINm5F cells cultured with 30 mM glucose and
decrease expression of Mdm2 concentration from 8 and 24 h respectively. It was
also observed that phosphorylation of serine 166 Mdm2 is increased up to 72 h.
These results allow us to propose that hyperglycemia by affecting the
concentration of Mdm2 expression and preventing the recognition and
degradation of p53, triggers apoptosis of RINmM5SF cells. However, the
phosphorylation of Mdm2 on serine 166 indicates that there is a certain
percentage of cells that resisted the stress caused by high levels of blood
glucose, activating survival signals but these are weak unable to prevent and
who activates survival signals but not enough to prevent apoptosis of RINm5F
cells. Based on these results we can conclude that under high glucose, the
functions of Mdm2 to regulate p53 ubiquitination and degradation are decreased

and eventually lead to apoptosis of RINM5F cells.



IV. INTRODUCCION

1. Definicidbn de Diabetes Mellitus

La diabetes mellitus es un grupo de enfermedades metabdlicas
caracterizada por un estado de hiperglucemia crénico resultante de la secrecion
y accion defectuosa de la insulina. La hiperglucemia crénica en diabetes esta
asociada con dafilo a largo plazo, disfuncion y falla de varios 6rganos,
especialmente en los 0jos, riflones, nervios, corazon y vasos sanguineos (Figura
1). Los sintomas de una marcada hiperglucemia incluyen poliuria, polidipsia,
pérdida de peso, algunas veces con polifagia y visibn borrosa (American
Diabetes Association, 2004).
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Figura 1. Complicaciones asociadas a la diabetes me llitus. La diabetes aumenta el
riesgo de numerosos problemas de salud debido a los niveles altos de glucosa en la
sangre, tales como complicaciones oculares, enfermedad renal, dafio al sistema
nervioso, dafio en pies, enfermedad cardiaca y derrame cerebral. (Fuente: American

Diabetes Association).



2. Epidemiologia

La diabetes mellitus (DM) es uno de los desérdenes enddcrinos mas
comunes en el ser humano. En la actualidad, la diabetes afecta alrededor de
243 millones de personas en el mundo y se espera que esta cifra aumente a
méas de 365 millones en el afio 2030 (Figura 2 y 3). La epidemiologia de la
diabetes mellitus en el mundo convierte a esta enfermedad en una verdadera
pandemia, cuyos calculos para el afio 2030 solo en América Latina y el Caribe
(con mayor prevalencia en Brasil, México y Argentina) indican que pasara de 13
millones, en la actualidad, a 60 millones de enfermos si no se toman las medidas
de prevencion requeridas y necesarias (Gutiérrez et al.,, 2007). Segun la
Federacion Internacional de Diabetes, los paises subdesarrollados
incrementaran el riesgo de padecer diabetes asi como las complicaciones
asociadas con este padecimiento y la posibilidad de morir, motivando a todos los
servicios de salud de los paises con este grave problema, a tomar medidas que
eviten que la carga de salud por las complicaciones de esta enfermedad sea
insostenible.

De la poblacion total de pacientes diabéticos, mas de la mitad viven en
paises subdesarrollados y aproximadamente 60 millones de ellos habitan en el
continente americano. La diabetes mellitus tiene una importante participacion
dentro de las principales casusas de muerte. En 1990 se registraron alrededor
de 660 000 defunciones en el mundo por esta causa, de las cuales 74%
ocurrieron en paises en vias de desarrollo (Aguilar, 2009; Contreras; 2004;
Rubio, 2003; Rubio, 2008).



Figura 2. Prevalencia Mundial de Diabetes Mellitus 2010 (Fuente:
www.diabestesatlas.org/map).

Figura 3. Proyeccion Mundial de Diabetes Melltus 2 030 (Fuente:
www.diabestesatlas.org/map).



La prevalencia de diabetes en nuestro pais es entre 20 y 25% en el grupo
de personas mayores de 60 afios. Diversos estudios muestran que las mujeres
son 10% mas propensas a desarrollar diabetes que los hombres. Las
investigaciones también han arrojado datos que indican una incidencia 50%
mayor de diabetes en las zonas urbanas que en las rurales. La diabetes tiene
una mayor prevalecia en los estados ubicados en el Norte, asi como en el
Distrito Federal, Estado de México, Veracruz y Morelos (Figura 4). México
contaba en el afio 1993 con alrededor de 6.5 millones de personas con diabetes,
de las cuales 35% desconocia que la padecian; estas estimaciones sugieren que
estas cifras se duplicarian en 10 afios. En el afio 2000 la Encuesta Nacional
Epidemiolégica para Enfermedades Cronicodegenerativas (ENSA) establecié 7.5
millones de diabéticos y 35% mas que desconocian su enfermedad, lo que
equivale a mas de 10 millones si no se toman las medidas de prevencion y
educacion necesarias. Actualmente, en la region de América Latina, México es el
segundo pais con mayor indice de personas con algun tipo de diabetes (mas de
10 millones de mexicanos), Unicamente superado por Brasil.

La diabetes es la primera causa de muerte en México, con mas de 70 mil
decesos al afio por complicaciones del padecimiento. Asimismo, es la primera
causa de amputaciones no traumaticas, de ceguera y de insuficiencia renal. Se
estima que en nuestro pais los costos directos e indirectos de la diabetes
ascienden a $318 millones de dodlares anuales, que se reparten entre el capital
erogado para los tratamientos médicos y los gastos que conllevan las
complicaciones de la enfermedad. Los costos directos e indirectos de la diabetes
en el pais llegan a representar hasta el 17% del presupuesto asignado a la
Secretaria de la Salud (Aguilar, 2009).



Figura 4. Prevalencia de diabetes segun entidad fed erativa. México, ENSANUT
2012 (Fuente http://ensanut.insp.mx/informes/ENSANUT2012ResultadosNacionales.pdf).

3. Clasificacion de la diabetes.

Dentro de la diabetes mellitus existen 4 tipos (Cuadro 1) :

Diabetes Tipo 1. También conocida como diabetes juvenil o diabetes
mellitus insulino dependiente, representa aproximadamente el 10% de todos los
diabéticos. Se caracteriza por: un déficit absoluto de insulina como consecuencia
de la destruccion autoinmune de las células 3 productoras de insulina y por la
dependencia vital a la insulina exégena y por presentarse en etapas tempranas
de la vida, generalmente antes de los 30 afios pero su mayor incidencia se
observa en menores de 15 afios, con mayor frecuencia en edad preescolar y
especialmente prepuberal. El proceso de desarrollo de la diabetes tipo 1 es
gradual, pudiendo ser necesarios varios afios antes de que se manifieste
clinicamente. Su etiologia en el 90% de los casos es autoinmune, lo que se
determina por la presencia de anticuerpos anti-islotes (ICA), anti-GAD y anti-
insulina. Un 10% de los casos son idiopaticos (Aguilar, 2009; Rubio, 2003;
Rubio, 2008).



Diabetes tipo 1.5 o L.A.D.A. Diabetes Autoinmune Latente en Adultos
(LADA) es el término acufiado por Zimmet y col. (1994) para describir a los
pacientes adultos, que presentan una forma lenta y progresiva de diabetes tipo
1. Es un desorden en el que, a pesar de la presencia de anticuerpos contra los
islotes en el momento de la diagnosis, la progresion de la disfuncién autoinmune
de la célula B es lenta. Actualmente su diagndstico se basa en tres criterios: (1)
Edad adulta al inicio de la diabetes, (2) la presencia de anticuerpos para los
islotes y (3) la independencia de insulina al menos durante los primeros seis
meses después del diagndstico. Estudios prospectivos de la funcion de la célula
B han demostrado que los pacientes con LADA que presentan multiples
anticuerpos para islotes desarrollan fallas en las células B en 5 afos. El
reconocimiento de LADA expande el concepto y prevalencia de la diabetes, sin
embargo permanece pobremente entendido a nivel clinico y experimental
(Stenstrom et al 2005; Fourlanos et al 2005).

Diabetes Tipo 2 . Se caracteriza por la disfuncion de la célula B para
secretar insulina, pero el mayor evento patofisiolégico que contribuye al
desarrollo de la diabetes tipo 2 es la resistencia de los tejidos blancos a la
insulina, que esta asociada con una secrecion anormal de insulina en masculo,
higado y tejido adiposo. Clinicamente, el término “resistencia a la insulina”
implica que se necesita mayor concentracion plasmatica de insulina para que la
glucosa entre a la célula y asi mantener la condicion normoglucémica. La
resistencia a la insulina en diabetes tipo 2, tiene determinantes genéticos y
ambientales. Se considera a la hiperglucemia crénica como principal factor
causal, aunque el exceso de acidos grasos libres, el incremento en las
concentraciones sistémicas de diversas citosinas, factores de crecimiento y
angiotensina Il contribuyen también en forma importante (Aguilar, 2009).

La diabetes tipo 2 es la forma de diabetes mas frecuente (90% de los
casos), siendo las personas entre los 35 y los 80 aflos de edad las mas
afectadas. La diabetes tipo 2 esta emergiendo rapidamente como uno de los
mayores retos de salud global del siglo XXI y es un sindrome en franco ascenso
en su prevalencia e incidencia, por las siguientes razones:

1. El estilo de vida occidental consistente en el consumo de alimentos con alto

indice glucémico y la escasa o nula actividad de tipo aerdbico, ya que no existe



una cultura para la realizacion de deportes cuyo objetivo sea la salud por si
misma,; favoreciendo su aparicion a través de la resistencia a la insulina.

2. La poblacion cada vez es mas longeva y con ello aumenta las probabilidades
de que la diabetes tipo 2 se haga presente, ademas da la oportunidad de
transmitir sus genes a las proximas generaciones.

3. Las complicaciones agudas de la diabetes tipo 2 son, en la mayoria de los
casos, identificadas y tratadas de manera satisfactoria; en la actualidad rara vez
son causa de muerte la cetoacidosis diabética, la hipoglucemia o el estado

hiperosmolar no cetésico.

Existen otro tipos especificos de diabetes  ocasionadas por: defectos
genéticos de la célula (B, defectos genéticos en la accion de la insulina,
enfermedades del pancreas exdcrino, endocrinopatias, inducidas por
medicamentos ( como glucocorticoides) o quimicos, causadas por infecciones
virales, formas poco comunes de diabetes mediada inmunitariamente, otros
sindromes genéticos asociados algunas veces con diabetes y la Diabetes
mellitus gestacional caracterizada por un estado de intolerancia a la glucosa
identificado en mujeres embarazadas (Aguilar, 2009; Contreras; 2004; Rubio,
2003; Rubio, 2008).



Cuadro I. Clasificacion de la Diabetes

Tipo de Diabetes Caracteristicas

- Destruccion total de células 3
- Regulada por inmunidad idiopatica

- Se presenta en etapas tempranas de de la

vida.

- Destruccion progresiva de células 3
- Independencia de Insulina durante los
1.5 primeros seis meses.

- Se presenta en edad adulta.

- Destruccion parcial de células 3

- Resistencia a la Insulina

- Defectos genéticos en la funcién de la

célula
- Defectos genéticos de la insulina
Otros tipos especificos - Endocrinopatias
- Inducida por quimicos o farmacos

- Asociada a infecciones

- Estado de intolerancia a la glucosa

Diabetes gestacional , - . .
9 identificado s6lo en mujeres embarazadas

Nota. Fuente: American Diabetes Association, 2004; Stenstrom et al 2005; Fourlanos S
et al 2005.
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4. Caracteristicas estructurales y funcionales de la célula

El pancreas humano presenta de 1 a 2 millones de islotes de Langerhans,
lo que representa entre el 3 y 5% de la masa pancreética total, éstos se
encuentran distribuidos de forma aleatoria; cada islote mide aproximadamente
0.3 mm de diametro; estan organizados en torno a pequefios capilares, hacia los
que vierten sus hormonas (Bonner-Weir ., 2000). El pancreas de un mamifero
adulto esta compuesto de una parte exocrina y una parte enddcrina, esta ultima
contiene grupos de células conocidas como islotes de Langerhans, que juega
un papel clave en mantener un nivel apropiado de nutrientes (minerales,
carbohidratos, lipidos, proteinas y vitaminas) en la sangre y depositos celulares
(Figura 5). Las islotes de Langerhans estan constituidos por las células S
liberadoras de insulina (65-90%) formando el nucleo del islote, las células a
liberadoras de glucagon (15-20%), las células dproductoras de somatostatina (3-
10%), las células —PP (Productoras de Polipéptidos Pancreaticos) que controlan
y regulan la secrecion exocrina del pancreas (1%) y las células £ que hacen que
el estbmago genere y libere a la hormona Grelina la cual estimula el hambre y
aumenta la ingesta de alimentos (Figura 6). En los humanos, el Factor Promotor
de Insulina 1 (IPF-1) es el factor de transcripcion mas importante involucrado en
la diferenciacion especifica de las células (3 pancreéticas y en la induccion de la

secrecion de la insulina (Skelin M et al 2010).
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Figura 5. El pancreas y los islotes de Langerhans. El pancreas de un mamifero

adulto esta compuesto de una parte exdcrina y una parte enddcrina, que contiene a los
islotes de Langerhans. Las hormonas producidas en este grupo de células son
secretadas directamente al flujo sanguineo (Fuente:

http://www.britannica.com/blogs/2011/07/discovered-insulin/)

Islote de Langerhans

Figura 6. Islote de Langerhans . Los islotes de Langerhans estan constituidos por 5
tipos de células: células a, las células B, las células 9§, las células PP y las células €

(Fuente:http://www.betacell.org/content/articlepanelview/article id/13/panel _id/1).
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La masa de células B pancreaticas esta regulada por al menos cuatro
mecanismos independientes: (1) replicacién (mitosis de células existentes), (2)
hipertrofia, (3) neogénesis (células B nuevas a partir de células epiteliales del
ducto pancreatico) y (4) apoptosis La suma de los tres primeros procesos
menos la tasa de muerte celular por apoptosis resulta en la masa total de células
B pancreéticas (Figura 7). Poco antes del nacimiento, la replicacién se convierte
en el principal mecanismo que adiciona nuevas células al pancreas, pero la
neogeénesis (el proceso de la diferenciacion) y la replicaciéon continian durante
toda la vida adulta. Por lo tanto un fino balance entre renovacion y muerte celular
determinara la masa de la célula 3 pancreatica. El aporte de cada uno de ellos
puede ser variable y puede cambiar en las diferentes etapas de la vida o bien
cuando la masa de células 3 se adapta a los cambios metabdlicos (Bonner-Weir,
2000; Rhodes, 2005).

Replicacion g

Neogénesis *—@—' Apoptosis

@

Hipertrofia

Figura 7. Mecanismos que controlan la masa de las ¢ élulas B.La replicacion,
neogénesis e hipertrofia (aumento del tamafio celular) incrementan la masa de la célula
B, mientras la apoptosis reduce la masa de la célula B (Fuente: Ackermann y Gannon,
2007; Lupi y Del Prato 2008).

La replicacion de las células B es un proceso lento, ya que solo 1% de las
células entran a las fases mitéticas G1, S y G2. Las células B nuevas
probablemente se originan de los precursores que secretan IPF-1 en el ducto
pancreético. La diferenciacién de las células B ocurre desde las nueve semanas
de gestacion en adelante, su area se incrementa de forma lineal hasta el
nacimiento. Esto resalta la importancia de la diferenciacion y replicacion para la
expansion prenatal de la célula 3 en humanos. Durante las etapas de la nifiez y

la adolescencia la tasa de replicacion celular, la neogénesis y la apoptosis
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decrecen de forma importante. En el adulto, el tiempo de vida estimado para las
células (3, es de alrededor de 60 dias. En condiciones fisiologicas cerca de 0.5%
de células 3 presenta apoptosis, que se neutraliza por la tasa de replicacion y en
menor grado por la neogénesis. Regularmente, el tamafio y la masa de las
células B es constante; sin embargo en los ultimos afios de vida, se ha
encontrado una reduccion en la masa de células 3 con un ligero incremento de la
apoptosis, lo que explica por qué las personas de edad avanzada exhiben
mayor tendencia a padecer diabetes tipo 2 (Rhodes, 2005).

Las ceélulas B mantienen su capacidad de adaptacion a la carga
metabdlica, aun en condiciones de resistencia a la insulina y obesidad, no
obstante llega un periodo en el cual se presenta una disminucion creciente en la
masa de las células (3 tanto en roedores como en humanos y que corresponde
con el inicio de la diabetes tipo 2, ésta disminucién se debe al aumento de la
tasa de apoptosis (Bonner-Weir, 2000; Rhodes, 2005).

El almacenamiento de los nutrientes en general y la homeostasis de la
glucosa en particular dependen de (1) la regulacion de la secrecién de insulina
de las células 3 pancreéticas y (2) de la accién de la insulina. Tal equilibrio
requiere un estrecho acoplamiento entre metabolismo de la glucosa y la
respuesta secretoria de la insulina. Por lo tanto, la célula 3 funciona como sensor
de glucosa con la crucial tarea de ajustar con precision la liberacion de insulina
para nivelar los niveles de glucosa en la sangre (Figura 8), un proceso en el que

la mitocondria tiene un rol principal.
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Figura 8. Secrecion de insulina de las células (3 pancreaticas . La célula (3 funciona
como un sensor de glucosa con la tarea de ajustar la liberaciéon de insulina para facilitar
que la glucosa que circula en la sangre penetre en la células y sea aprovechada como

energia (Fuente: Winslow, 2001).

5. Caracteristicas de la funcién mitocondrial

La mitocondria es un organelo citoplasmatico de caracteristicas muy
especiales, debido a su posible origen endosimbiético (Maechler y Wolheim,
2001), con una participacion clave en muchas de las funciones celulares como:
produccion de energia, metabolismo de los acidos grasos, biosintesis de
pirimidinas, homeostasis de calcio y sefalizacion celular (Bradford, 2005). El
citoplasma de casi todos las células eucariotas contiene a las mitocondrias, sin
embargo el protozoario Chaos (Pelomyxa) carolinensis carece de este organelo.

La mitocondria es especialmente abundante en las células que estan
asociadas con procesos activos. Cada célula contiene varios cientos hasta miles
de mitocondrias. La mitocondria es de aproximadamente 0.5-1 mm de diametro y

hasta de 7 mm de largo. Al conjunto de mitocondrias se le denomina
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condrioma. El tamafo, la forma y la abundancia de las mitocondrias varian
dramaticamente en diferentes tipos celulares y pueden cambiar bajo diferentes
demandas energéticas y diferentes condiciones fisiol6gicas o ambientales, pero
la arquitectura en general es la misma. Los tejidos con funciones metabdlicas
altas tales como el musculo esquelético o el rifidn presentan una gran cantidad
de mitocondrias (Krauss, 2001).

La mitocondria puede ser subdividida en cuatro compartimentos: la
membrana externa e interna, el espacio intermembranal y la matriz. Las
membranas (interna y externa) estan compuestas de bicapas de fosfolipidos
(Figura 9). Las dos membranas son distintas en apariencia y en propiedades
fisicoquimicas, estan caracterizadas por diferentes composiciones de
fosfolipidos y sus proporciones de proteina-lipidos, esto determina sus funciones
bioguimicas. Para la membrana externa, este radio es de alrededor 50:50. Para
la membrana interna, el radio proteina-lipido es de 80:20. La membrana interna
se encierra en la matriz, formando las crestas mitocondriales que contiene la
principal maquinaria enzimética del proceso de fosforilacion oxidativa (Krauss,
2001). La membrana externa es muy permeable a iones, metabolitos y a muchos
polipéptidos debido a que contiene proteinas que forman poros, llamadas
porinas o CADV (de canal anidnico dependiente de voltaje), que permiten el
paso de grandes moléculas de hasta 10.000 dalton y de un didmetro aproximado
de 20 A. La membrana interna es mucho menos permeable a iones y moléculas
pequefias, proporcionando la compartamentalizacion a través de la separacion
de la matriz del ambiente citoplasméatico. Esta compartamentalizacion es la
caracteristica medular de la conversiéon de la energia libre derivada de los
sustratos oxidables. La membrana interna mitocondrial tiene funcion de aislante
eléctrico y de barrera quimica. Existen diferentes sistemas antiporte embebidos
en la membrana interna mitocondrial, permitiendo el intercambio de aniones
entre el citosol y la matriz mitocondrial (Krauss 2001; Devlin, 2004). Entre ambas
membranas queda delimitado un espacio intermembranoso que estad compuesto
de un liquido que presenta una alta concentracion de protones que es resultado
del bombeo de los mismos por los complejos enziméticos de la cadena
respiratoria. En él se localizan diversas enzimas que intervienen en la
transferencia del enlace de alta energia del ATP, como la adenilato cinasa o la

creatina cinasa (Devlin, 2004). La matriz mitocondrial o mitosol presenta mucho

16



menor numero de moléculas que el citosol, sin embargo contiene iones, DNA
circular bicatenario muy parecido al de las bacterias, ribosomas tipo 55s (70s en
vegetales), llamados mitorribosomas, los cuales realizan la sintesis de algunas
proteinas mitocondriales, y contiene RNA mitocondrial. En la matriz se llevan a
cabo numerosas rutas metabdlicas claves para la vida, como el ciclo de Krebs y
la P-oxidacién de los acidos grasos, ademas se oxidan los aminoacidos y se
producen algunas reacciones de la sintesis de urea y grupos hemo (Devlin,
2004).

DNA circular
Crestas mitocondriales

Matriz mitocondrial
Espacio Intermembranoso
Ribosomas 70s

Membrana Interna

Membrana Externa

Figura 9. Estructura de la mitocondria. Las mitocondrias estan rodeadas de dos
membranas diferentes en sus funciones y actividades enzimaticas: la Membrana
Externa y la Membrana Interna. Poseen una molécula de DNA circular de doble hebra
(mtDNA),asi como su propio aparato de sintesis proteica que incluye ribosomas
mitocondriales 70s que se transcriben a partir de DNA mitocondrial y son transcritos por

una RNA polimerasa mitocondrial especifica (Fuente: Nelson y Cox, 2000).
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La mitocondria es un organelo Unico debido a que posee su propio DNA
(mtDNA) ,una molécula de DNA circular de doble hebra (Figura 10). Las células
eucariotas albergan de 2 a 10 copias de mtDNA. De los 37 genes (16 569 pares
de bases) que componen al mtDNA, 13 son traducidos a polipéptidos, las cuales
se localizan en la membrana interna mitocondrial, que son parte del complejo
enzimético de multisubunidades de la cadena respiratoria; incluyen 7
subunidades de NADH deshidrogenasa, 3 subunidades del citocromo C oxidasa,
2 subunidades de la FoF; ATPasa, y el citocromo b (Bradford, 2005; Hsin-Chen y
Yau-Huei, 2005). El genoma nuclear especifica el resto de subunidades
enziméticas y otras proteinas mitocondriales; las cuales son sintetizadas en el
citosol e importadas a la mitocondria (Figura 11). El genoma nuclear codifica
todas las proteinas y enzimas implicadas en la replicacion, transcripcion (a
través del factor transcripcional mitocondrial A) y traduccion del mtDNA (Hsin-
Chen y Yau-Huei, 2005).

La replicacion del mtDNA, ocurre predominantemente en las fases Sy G,
del ciclo celular. Bajo condiciones fisiologicas normales, en cada ciclo celular las

moléculas de mtDNA se duplican (Hsin-Chen y Yau-Huei, 2005).

Figura 10. DNA mitocondrial. Mapa Genético del DNA mitocondrial humano. Se
representan las 2 hebras del DNA con los genes que codifican RNAr (12s y 16s), RNAt,
y secuencias codificadoras de proteinas (CO: subunidades citocromo ¢ oxidasa, cit B:
citocromo B y ND: subunidades de NADH deshidrogenasa). H;, H, y L indican los
lugares de inicio de la transcripcion de las hebras pesada y ligera, respectivamente. Oy
y O simbolizan los origenes de replicacién de la cadena pesada y ligera (arriba a la
izquierda). Autorradiografia del DNA mitocondrial con su loop de desplazamiento (D-

Loop) (arriba a la derecha) (Fuente: Fariss et al, 2005 ).
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Figura 11. Proteinas mitocondriales.  Clasificacibn de proteinas mitocondriales de

acuerdo a sus funciones bioquimicas y celulares. ( Fuente: Gibson, 2005)

La mitocondria genera la mayor parte de la energia de las células
animales, al sintetizar el ATP a través del transporte de electrones, y la
produccion del gradiente de protones mediante la fosforilacion oxidativa, junto
con la oxidacion de los metabolitos del ciclo del acido tricarboxilico (TCA) y el
catabolismo de acidos grasos por la B-oxidacion (Hsin-Chen y Yau-Huei, 2005).

La fosforilacion oxidativa, es el proceso por el cual los electrones pasan a
través de la cadena transportadora de electrones o cadena respiratoria
mitocondrial, la cual estd conformada por cuatro complejos respiratorios, que
estdn embebidos en la membrana interna mitocondrial y dos tipos de
transportadores de electrones (ubiquinona y citocromo c). El paso de los
electrones a través de los complejos hace que se transloquen protones (H")
desde la matriz hacia el espacio intermembranoso mitocondrial. Este flujo de H*
genera una diferencia de potencial electroquimico de proton (Apn+), también
llamado fuerza proton-motriz que se manifiesta en el potencial de membrana
mitocondrial, con un valor entre 150 - 180 mV, con carga negativa con respecto
al citosol (Hicks y Medina, 2001; Duchen, 2004; Konigsberg, 2008). La energia
de este potencial es utilizada por la enzima ATP sintasa para sintetizar ATP a
partir de ADP y fosfato. Los electrones provienen del NADH y FADH,. El NADH
producido en el ciclo de Krebs, dona electrones al complejo I, éste a su vez los
transfiere a la CoQ, la cual también puede ser reducida por los electrones

donados por varias deshidrogenasas que contienen FADH,, como la succinato-
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ubiquinona reductasa (complejo 1l) (Hicks y Medina, 2001; Konigsberg, 2008).
Los electrones de la CoQ son transferidos al complejo Ill. Posteriormente pasan
a través del citocromo c, al complejo IV y finalmente al oxigeno molecular. La
transferencia de electrones a través de los complejos I, Il y IV generan un
gradiente de protones (voltaje) y gran parte de la energia de este gradiente, es
utilizada para producir ATP a través de la ATP sintasa (complejo V) (Figura 12).
Esta energia puede ser disipada en forma de calor a través de las proteinas
desacoplantes (UCPs). Cuando hay una sobrecarga de protones, el transporte
de electrones en el complejo Il se inhibe parcialmente y promueve el retorno de
electrones a la coenzima Q y su donacién al oxigeno molecular, facilitando asi la

produccién del anion superéxido (Hicks y Medina, 2001; Duchen, 2004).

D ——

e e Eeciones) Espacio Intermembranal

ComplejoIv

IComplejolllf,@ Cyté/cytc\

Complejo |@

NADH Succinato
deshidrogenasa @ deshidrogenasa

Matriz mitocondrial ADERE ATE

Figura 12. Flujo de electrones y protones a través de los cuatro complejos de la

cadena respiratoria. La coenzima Q (CoQ) captura via los complejos | y Il. El ubiquinol
sirve como un acarreador movil para los electrones y protones y pasa los electrones al
complejo Ill, el cual los transfiere a otro conector movil, el citocromo c. El complejo 1V
pasa los electrones del citocromo c¢ reducido al oxigeno. El flujo de electrones a través
de los complejos I, lll y IV se acompafia por uno de protones. Estos saltos de electrones
sirven para expulsar protones al espacio entre las dos membranas. Al entrar por la ATP
sintetasa se fosforila ADP, y se produce el ATP (Adenosin de trifosfato). El transporte de
electrones y la fosforilacion oxidativa lo realizan proteinas de la membrana interna

mitocondrial (Fuente: Lagouge y Larsson., 2013).
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La producciéon de ATP estimulada por glucosa a expensas del ADP causa
que se incremente la relacion ATP/ADP citoplasmatica, induciendo el cierre de
los canales de potasio sensibles a ATP (Katp), la despolarizaciéon de la

"), la entrada e

membrana plasmaética, la abertura de los canales de calcio (Ca
incremento de la concentracién de Ca®" al citosol y otros compartimientos
celulares, y la activacién de elementos efectores sensibles a Ca®". Un
incremento en las concentraciones de Ca®" intracelular, es encaminado a la
mitocondria a través del transportador unidireccional de Ca®. Este proceso es de
suma importancia, ya que el Ca?* constituye una de las moléculas de
sefalizacion de mayor transcendencia fisiologica, en diversos procesos
metabdlicos, incluyendo el mecanismo de secrecion de la insulina en las células
3 pancreaticas (Figura 13).

Las Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) son generadas en los
peroxisomas, y en las reacciones catalizadas por la NADPH oxidasa, sin
embargo la fuente principal de ERO en las células es la mitocondria (Zhongmin
et al., 2012). La acumulacion de evidencias indica que la obesidad y la
hiperglicemia estd4 asociada con el incremento en la produccion de ERO, de
hecho se ha reportado que estos dos padecimientos metabdlicos incrementan la
produccién del anién O,- mitocondrial que resulta en disfuncion de la célula B
(Zhongmin et al., 2012). Las ERO pueden lesionar a la mitocondria al promover
el entrecruzamiento de proteinas, la peroxidacion de fosfolipidos de membrana,
y la fragmentacion del mtDNA, el DNA mitocondrial es muy susceptible a
mutaciones, debido a que sus mecanismos de reparacion son muy pobres; como
consecuencia es muy sensible al estrés oxidante (Maechler y Wolheim, 2001,
Fariss et al., 2005). Se ha sefialado que en células B-pancreaticas de individuos
que padecen diabetes tipo 2 exhiben anormalidades morfol6gicas, en
comparacion con las células B-pancreéticas de individuos sanos (Anello et al.,
2005).

21



)
29 Insulina  Canales de Ca2* Ca®*
G JCOSJ‘

20

Canales de K+

2 GLUT2 T abertos cerrados ATP

Figura 13. Modelo del acoplamiento del metabolismo de glucosa a la secrecion de

insulina en la célula B La glucosa atraviesa la membrana plasmatica y es fosforilada
por la gucosinasa. La glucolisis produce piruvato el cual entra a la mitocondria. La
activacion mitocondrial resulta en la generacion de ATP. El ATP es transferido al citosol,
incrementado el radio ATP/ADP. Subsecuentemente, el cierre de los canales de K
despolariza la membrana celular. Esto abre los canales dependiente de Ca?,
incrementando las concentraciones Ca®" citosélico, el cual dispara la exocitosis de

insulina (Fuente: Supale et al, 2012

5.1 Apoptosis y mitocondria

La mitocondria es parte importante de la vida y la muerte celular. Es
esencial para mantener la entalpia necesaria para sustentar la vida. La
mitocondria proporciona la energia necesaria para casi todos los procesos
celulares ademas de que participa de manera notable en la muerte celular por el
mecanismo de apoptosis (Santos et al., 1998). Por lo tanto las alteraciones en la
funcion mitocondrial resultan en enfermedades, por ejemplo la disfuncién
mitocondrial tiene un papel importante en la isquemia y ain mas durante la

reperfusion de tejidos, en células B pancreéticas provoca diabetes, ademas, la
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disfuncion mitocondrial ha sido implicada en enfermedades neurodegenerativas
(Parkinson, Alzheimer, enfermedad motoneuronal), y la acumulacién de defectos
mitocondriales es sefialada como un mecanismo de enfermedades relacionadas
con la edad (Dunchen, 2004), por lo tanto las alteraciones en la funcion
mitocondrial tienen un papel clave en diversas patologias, debido a que: (1) la
mitocondria realiza el mayor consumo de oxigeno utilizado por la célula, (2) el
funcionamiento de la cadena respiratoria mitocondrial no es perfecto pues pierde
algunas moléculas de oxigeno parcialmente reducido en forma del radical O,°",
(3) las ERO tienen la capacidad de oxidar casi a todos los componentes
celulares, lipidos, proteinas o DNA, alterando su estructura y funcién y (4) la
mitocondria es la principal generadora de ATP que utiliza la célula (Martinez et
al., 2005).

La liberacion de diferentes proteinas del espacio intermembranal de la
mitocondria, es un evento critico en la muerte celular apoptotica regulada por la
mitocondria. El estimulo pro-apoptatico induce la liberacion del citocromo ¢ de la
mitocondria al citoplasma; el citocromo ¢ es una proteina que al salir al citosol
forma un complejo con el factor activador de proteasas 1 (Apaf-1) y la
procaspasa-9, que deriva en la formacion del apoptosoma resultando en la
activacion de la caspasa 9 y la subsecuente activacion de las caspasas
ejecutoras 3, 6 y 7 que desmontan a la célula, causando la activacién de la
cascada proteolitica, que provoca muchas de las alteraciones morfolégicas
bioquimicas y morfologicas caracteristicas de la apoptosis (Figura 14) (Zhongmin
et al., 2012). Las mitocondrias de algunas células también liberan al factor
inductor de apoptosis (AlF), una flavoproteina que se transloca hasta el nucleo e
induce la condensacion de la cromatina y fragmentacion del DNA a gran escala
(Wang, 2001).
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Figura 14. Formacion del apoptosoma . El factor activador de proteasas 1 (Apaf-1)
existe como un monomero inactivo en el citosol. Cuando el citocromo c es liberado de la
mitocondria se enlaza a Apaf-1 cambian su conformacién, lo que permite la interaccion
con el ATP. Esto a su vez induce la formacién del heptdmero Apaf-1. El heptamero
interactla con la pro-caspasa 9 resultando en la activacién de la caspasa 9 y la

formacion del apoptosoma (Fuente: Czerski y Nufiez, 2004).

Diversos estudios se han enfocado en la permeabilizacion de la
membrana externa mitocondrial ya sea por la abertura del poro de transicion de
permeabilidad (PTP) o la activacion de los miembros de la familia de proteinas
pro-apoptéticas Bcl-2, como Bid, Bax y Bak. Ambos procesos resultan en la
liberacién del citocromo ¢ (Fariss et al., 2005) (Figura 15). Se han determinado
modelos con liposomas donde se sefiala que las proteinas proapoptoticas Bak y
Bax apresuran la apertura de los Canales Anidnicos Dependientes de Voltaje (en
inglés, VDAC, Voltage Dependent Anionic Channels,), permitiendo la salida de
citocromo ¢, mientras que las proteinas antiapoptoticas Bcl-2 y Bcl-x. cierran
estos canales por union directa con Bax y Bak. El hecho de que Bcl-2 se localice
en la membrana mitocondrial ha permitido pensar que la funcion antiapoptotica
de Bcl-2 podria relacionarse con el mantenimiento de la integridad de la
membrana mitocondrial y, en un sentido mas amplio, en regular los procesos de
trafico intracelular. La explicacion de esto es que durante la interaccion de VDAC
con Bax y Bak ocurren cambios conformacionales, formando un mega canal que
permite la salida de citocromo ¢ (Adamsy Cory, 1998). No obstante, algunos

estudios demuestran que la liberacion de citocromo c y la activacion de las
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caspasas pueden ocurrir antes de que se detecte la pérdida del potencial
transmembranal de la mitocondria. Esto sugiere que hay mecanismos diferentes
gue regulan la permeabilidad de las membranas interna y externa de la

mitocondria (Bernardi et al., 1999).

Nt o © Apoptosoma
© Oyntc

!

Caspasas
activas

|

APOPTOSIS

Figura 15. Permeabilizacién de la membrana mitocond rial. La membrana externa
mitocondrial es permeabilizada por tBid, el cual promueve la oligomerizacion e insercion
de Bax y Bak, esto induce la liberacion del citocromo ¢ que produce la activacion de la
pro-caspasa 9 via mecanismo del apoptosoma (Fuente: Fariss et al, 2005).

Por otra parte la mitocondria forma una red dinamica que se modifica
continuamente por eventos de fisiobn y fusion, bajo el control de proteinas
especificas de anclaje de las membrana mitocondriales. Las mitocondrias de las
células 3 de humano, raton y rata exhiben una red tubular por todo el citoplasma,
con eventos de fision/fusién continuos (Molina, et al., 2009; Twig et al., 2008).
Las tomografias electronicas, de islotes pancreaticos de ratones, revelaron
mitocondrias tubulares densamente interconectadas en células 3 (Supale et al.,
2012). Se han observado la presencia de mitocondrias desconectadas e
hinchadas, en las célula B, en ratas obesas y diabéticas Zucker y en ratas
GotoKakisaki (diabetes tipo 2 sin obesidad), asi como pacientes con diabetes
tipo 2 (Supale et al., 2012).
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El inicio y desarrollo de la diabetes tipo 2 se acompafa de la disminucion
progresiva de células 3 que resulta de un marcado incremento en la tasa de
apoptosis. En las células B pancreaticas, la mitocondria tiene una participacion
central para acoplar el metabolismo de la glucosa a la exocitosis de la insulina,
de tal modo que asegura un control estricto de la secrecion de insulina
estimulada por glucosa. Los defectos en la funcién mitocondrial impiden que se
lleve a cabo este proceso, promoviendo la muerte celular apoptética de las
células (3 (Supale et al., 2012).

6. Especies reactivas de Oxigeno como iniciadoras de la apoptosis de la
célula B.

La apoptosis o muerte celular programada, es fundamental en el
mantenimiento homeostatico de los sistemas biolégicos, esta genéticamente
controlada y evolutivamente conservada. La apoptosis esta estrechamente
regulada por procesos fisioldgicos, iniciados por una variedad de estimulos
metabdlicos o dependientes de citosinas, que consisten de un programa
constitutivo que conduce a la muerte celular (Al-Gubory et al., 2010).

La muerte celular apoptotica puede iniciar por activacion de receptores de
muerte (extrinseca), estos receptores de muerte son miembros de una familia de
receptores del factor de necrosis tumoral (TNF) que inducen una trimerizacion y
la formacidén de un complejo denominado DISC, que recluta a la procaspasa-8 a
través de FADD/MORT1 como molécula adaptadora e induce un cambio
conformacional en la procaspasa-8 que resulta en la ruptura de la caspasa-8 y
su activacion y/o mediada por la mitocondria (intrinseca) (Farris et al., 2005). Un
exceso de muerte celular por necrosis 0 apoptosis puede contribuir a una
insuficiencia aguda de 6rganos, asi como enfermedades crénicas que implican la
pérdida de células postmitéticas (Konisberg, 2008).

Las ERO han sido reconocidas como moléculas clave, que pueden
modificar selectivamente las proteinas y por lo tanto modificar la sefalizaciéon
celular incluso la de la apoptosis (Konisberg, 2008). La mitocondria contribuye a
la sefalizacion de la apoptosis por medio de la produccion de ERO (Al-Gubory et
al., 2010). La liberacién de diferentes proteinas del espacio intermembranal de la

mitocondria es un evento temprano critico de la apoptosis mediada por la
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mitocondria. El citocromo ¢ es una proteina transportadora de electrones que
reside en el espacio intermembranal de la mitocondria, donde tiene un rol critico
en el proceso de la fosforilacion oxidativa y la produccion de ATP celular. La
liberacion del citocromo ¢ de la mitocondria al citoplasma activa a las caspasas.
Este es un evento central en la induccién de la apoptosis y al parecer esta
mediada por ERO (Al-Gubory et al., 2010).

6.1 Reduccion de la masa de la célula [ por apoptosis como consecuencia
de la hiperglucemia.

Las células B pancreaticas son estimuladas principalmente por el nutriente
mas comun, la glucosa (Figura 16). Por consiguiente, la célula B funciona como
sensor de glucosa con la tarea critica de ajustar con precision la liberacién de
insulina para nivelar los niveles de glucosa en la sangre, aunque los acidos
grasos y algunos aminoacidos también son capaces de regular la secrecion de

insulina (Supale et al., 2012).

Figura 16. La glucosa estimula la actividad de la ¢  élula (. Actividad eléctrica
estimulada por glucosa registrada en una célula B de un islote intacto cuando la

concentracion de glucosa se increment6 de 3 a 9 mM (Fuente: Skelin et al., 2010).
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En todas las especies, la exposicién a corto plazo de las células B a
concentraciones altas de glucosa induce proliferacion de forma concentracion-
dependiente (Butler, 2003). Sin embargo el exceso de glucosa circulante dafa el
funcionamiento de la célula (3, alterando sus rutas de transduccion y por lo tanto
su patrén de expresion génica. Estos eventos desembocan a largo plazo en la
disfuncion de la célula B que se manifiesta por defectos en la secrecion de
insulina y eliminacion del tejido enddcrino pancreatico mediado por mecanismos
apoptéticos (Roche, 2003). En estas circunstancias, en la que aparece
conjuntamente la resistencia a la insulina en los tejidos diana y el fallo en el
funcionamiento de las células (3 pancreaticas, es que la diabetes tipo 2 se hace
evidente (Figura 17). La glucosa puede tener efectos dafinos o benéficos sobre
la célula 3, dependiendo de la concentracién y del tiempo de exposicion; en otras
palabras, si la célula esta expuesta a hiperglucemia aguda (situacion fisiolégica)
0 cronica (situacion patolégica). En el caso de la hiperglucemia cronica, la
glucosa es capaz de alterar directa e indirectamente diferentes programas
génicos que resultan en cambios fenotipicos. Esto se ha observado en diversos
modelos experimentales incluyendo animales y células en cultivo, donde las
concentraciones elevadas de glucosa modifican la expresion del gen de la
insulina (Kaneto et al., 1999) y del transportador de glucosa GLUT-2, e inducen
la activacion de glucocinasa y de otras enzimas que participan en la glucdlisis,
anaplerosis y lipogénesis (Roche et al., 1997 y 1998). Ademas de inducir la
expresion anticipada de genes implicados en la regulacion del ciclo celular como
c-myc, c-fos, c-jun entre otros (Susini et al., 1998). En estas circunstancias, la
célula B comienza a expresar proteinas tipicas de estadios primitivos de su
desarrollo, como hexocinasa | o lactato deshidrogenasa-A (Grill y Bjorklund,
2001; Mandrup-Poulsen, 2001). Todos estos cambios se acompafan de
alteraciones metabdlicas y funcionales como defectos en la secrecion de
insulina, depdsitos de glucogeno, aumento de glucdlisis, asi como de los
procesos anapleréticos y lipogénicos (Roche, 2003).

La respuesta normal de la célula 3 pancreatica a un exceso cronico de
glucosa y la resistencia a la insulina asociada a obesidad es la hipersecrecion
compensatoria de insulina para mantener la normoglucemia. La diabetes tipo 2
solo se desarrolla en sujetos que son incapaces de sostener la respuesta

compensatoria de sus ceélulas . En estudios longitudinales de sujetos que
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desarrollaron diabetes tipo 2, se observé un incremento en los niveles de
insulina en las fases de normoglucemia y prediabetes, para mantener la
glucemia cerca de los niveles normales a pesar de la resistencia a la insulina
(compensacion de la célula (), seguido por una reduccién cuando la glicemia en
ayunas supera el limite normal de 5.5 mM (falla de la célula B) (Prentki y Nolan,
2006). Esta caracteristica puede deberse a una disminucion en la masa de
células B y/o a defectos funcionales de las mismas asociada con la pérdida de la
masa de la célula 3 debido a la apoptosis. (Kennedy et al., 2002). La regulacion
de la masa celular B parece implicar un balance entre la replicacion y la
apoptosis de la célula 3, asi como el desarrollo de nuevos islotes a partir de los
ductos pancreaticos exdécrinos. La alteracién de cualquiera de estas rutas o el
incremento de la tasa de muerte celular podria causar un decremento en la

masa de las células (3 (Butler, 2003).

Islotes
Pancreaticos

; )
Compensacion de Disfuncién de Pérdida de
células B células B células p DT2

Figura 17. Disfuncion de la célula B e historia natural de DT2. La DT2 se desarrolla
en individuos con predisposicion genética y adquirida. Con el tiempo la compensacion
de las células B falla, resultando en un decremento progresivo de la funcion de las
células B. Como consecuencia los sujetos, progresan de la tolerancia normal a la
glucosa a la intolerancia a la glucosa y finalmente a la DT2 establecida. Aln después de
la diagnosis de la DT2 la funcién de la célula  sigue empeorando (Fuente. Prentki y
Nolan, 2006).
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La contribucion de la reduccion de la masa de la celular (3 al desarrollo de
diabetes tipo 2 ha sido fuertemente debatida por muchos afos. Estas
discrepancias en parte se deben a la escases de datos por la dificultad de
obtener tejido pancreéatico humano, ya que este generalmente solo se obtiene de
autopsias, ya cuando el pancreas pudo haber sufrido autolisis excesiva.
Ademas, la informacién clinica confiable acerca de los casos de autopsias casi
siempre es inasequible. Sin embargo, diversas publicaciones confirman la
hipotesis que relaciona la hiperglucemia y apoptosis, pues se ha observado que
un decremento en el numero de células (3 productoras de insulina contribuye a la
patofisiologia de la diabetes tipo 2. La masa de célula B en diabetes tipo 2 esta
aproximadamente al 50% de lo normal, lo que implica que las células 3 restantes
no son capaces de secretar mas insulina para mantener a los pacientes en un
estado normoglucémico (Federicci, 2001). En un estudio realizado en islotes de
Langerhans humanos expuestos a altas concentraciones de glucosa por 5 dias,
se encontr6 un incremento de muerte celular en comparacién con islotes
cultivados con niveles normales de glucosa (Federicci, 2001). En otros estudios
se observo que en Psammomys obesus la capacidad de las células (3 estaba
abatida después de la exposicion prolongada a concentraciones altas de glucosa
(33 mmol/l), se observé un incremento lineal de apoptosis (Efanova et al., 1998;
Donath et al., 1999).

El mecanismo probable de la muerte de la célula B incluye disfuncién
mitocondrial, estrés oxidativo, estrés del reticulo endoplasmatico, ciclo
disfuncional de triglicéridos/AGL, y glucolipotoxicidad. Una vez que la
hiperglucemia se ha desarrollado, se presentan los procesos adicionales
relacionados a la glucotoxicidad y al ambiente diabético, tales como inflamacion
de los islotes, O-glucosilacion, depdsitos de amiloides y muerte acelerada de las
células B, resultando en alteraciones fenotipicas severas y pérdida de la masa
de las células B por apoptosis (Prentki y Nolan, 2006). Otra de las
manifestaciones tempranas de las alteraciones en la funcion de la célula (3,
incluye una respuesta retardada a la glucosa, irregularidades temporales en los
pulsos y oscilaciones de secrecion de insulina y pérdida del acoplamiento entre

los pulsos de secrecion de insulina y los niveles de glucosa.
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7. Proteina p53

7.1 Caracteristicas estructurales de la proteinap 53

El gen p53 pertenece a una familia de genes altamente conservada, se
localiza en el brazo corto del cromosoma 17, banda 13 (17pl3.1),
aproximadamente de 20 kb. Estd compuesto por 11 exones y 10 intrones. Este
gen produce un transcrito de RNA mensajero de 2,8 kb cuyo resultado es una
proteina con un peso molecular de 53 kD, constituido por 393 amino&cidos
(L6épez et al.,, 2001). La proteina tiene varias regiones evolutivamente
conservadas (>90%), las cuales son esenciales para la funcion normal de la
proteina p53. La proteina posee varios dominios estructurales y funcionales tales
como la regién N-terminal que contiene al dominio de transactivacion (residuos
1-42), una region rica en prolinas con multiples copias de la secuencia PXXP
(residuos 61-94, donde la X es cualquier aminoacido), un dominio central que
contiene una secuencia enlazante al DNA presentando una estructura de dos
hojas beta y un atomo de zinc que estabiliza la estructura (residuos 102-292) y la
region carboxilo terminal con propiedades reguladoras (residuos 301-393) que
contiene un dominio de oligomerizacion (residuos 324-355), y un dominio
regulador extremo basico (363-393), una secuencia sefial de localizacién nuclear
y tres secuencias sefial de exportacion nuclear (Figura 19) (Bai y Zhu, 2006). En
estado de latencia de p53, la regidén C-terminal se pliega sobre el dominio central
de la molécula y evita su unién al DNA. Las modificaciones pos- traduccionales
de la region terminal por acetilacion, fosforilacion y O-glicosilacion generan
cambios conformacionales en p53 que regulan la union especifica a secuencias
del DNA (Maclachlan et al., 1999).
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Figura 18. Estructura del gen p53 y dominios funcio nales de la proteina p53. El
gen p53 Este gen produce un transcrito de RNA mensajero de 2,8 kb cuyo resultado es
una proteina con un peso molecular de 53, kD, constituido por 393 aminoécidos. La
proteina p53, comprenden diversos dominios, incluyendo una region N-terminal que
contienen al dominio de transactivacién, un nucleo que contiene la secuencia especifica
de union al DNA y un domino complejo C- terminal con mdultiple funciones. (Fuente:
Lépez et al., 2001; Anzola y Burgos, 2003).

7.2 Funciones fisiolégicas de p53

La proteina p53 es esencial para prevenir la proliferacion celular
inapropiada y mantener la integridad del genoma después de un estrés
genotoxico. Después de varios estimulos intra y extracelulares, tales como dafio
al DNA (que incluye radiacion ionizante, radiacion UV, aplicacion de dogas
citotoxicas o agentes quimioterapéuticos e infeccién de virus), choque de calor,
hipoxia y sobre expresién de oncogenes, p53 nativa se activa y emerge como
una proteina fundamental que dispara diversas respuestas bioldgicas, a nivel de
célula asi como de un organismo completo. Los genes activados por p53 son
funcionalmente diversos y constituyen efectores de la cascada de las rutas de
sefalizacion que inducen varias respuestas tales como puntos reguladores del
ciclo celular, sobrevivencia celular, apoptosis, y senescencia. Multiples funciones
de p53 incluyen el papel principal de supresor de tumores, que puede ser

atribuido a su habilidad para actuar como factor de transcripcién de un secuencia
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especifica que regula la expresion de diferentes genes que modulan varios
procesos celulares. En respuesta a varios tipos de estrés, p53 se acumula en el
nacleo y se une a sitios especificos en las regiones reguladoras de genes
sensibles a p53, promoviendo la transcripcion de dichos genes. Los blancos de
p53 se activan diferencialmente dependiendo del tipo celular, y el grado de
dafio. Por tanto, p53 es un factor de transcripcion multifactorial, implicado en el
control de la progresién del ciclo celular, integridad del DNA y supervivencia de
las células expuestas a agentes que dafian al DNA (Lopez et al., 2001; Bai y
Zhu, 2006).

7.3 Regulacién de p53

La vida media de p53 es de 6 a 20 minutos en células saludables, ademas
esta proteina existe principalmente en una forma latente inactiva. Sin embargo
su concentracién se incrementa de 3 a 10 veces y su vida media se extiende a
horas en respuesta al estrés, que incluyen dafio al DNA, hipoxia, privacion de los
factores de crecimiento, y pérdida de contacto célula-célula. La activacién de
p53 puede ser regulada en cinco niveles: a) transcripcion inducida del gen Tp53,
b) un incremento de la concentracion ya sea por una eficiente traduccion o una
vida media prolongada, c) la transformacion de una forma latente a una
conformacion activa, d) la translocacion del citoplasma al ndcleo y e) la
reduccion de la ubiquitinacion y degradacion proteosomal. La acumulacion de la
proteina p53 es capaz de activar genes que promuevan el arresto del
crecimiento celular, la apoptosis, y la reparacion del DNA a través de su funcion
transactivadora. Hay que considerar que ademas de la estabilizacion y
activacion de p53, es necesario un transporte adecuado de la misma, del
citoplasma al nucleo que es donde lleva a cabo sus funciones (Liang y Clarke,
2001; Davis et al., 2013). Esta proteina existe en una forma latente, incapaz de
unirse al DNA, la cual se modifica por cambios covalentes en el extremo amino-
terminal y en el extremo C- terminal de la molécula. El extremo C-terminal es un
dominio regulador negativo, ya que su eliminacién la activa constitutivamente.
Por otra parte ciertas interacciones proteina-proteina afectan la funcién de p53
como factor de transcripcidon asi como a su capacidad de respuesta celular.
Estas interacciones se producen entre p53 y reguladores tanto positivos de su
actividad (HIF-a, c-abl, p300, PARP, WT-1, p19, pRB) como negativos (hsp70,
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BRCA 2, bcl-2, c-jun). Estos mecanismos de regulacion de p53 permiten que se

torne estable y activa (Lopez et al, 2001).

La actividad de p53 y su estabilizacion son dirigidos principalmente a través
de una red compleja de modificaciones post-traduccionales, que incluyen:
fosforilacion, acetilacion, ADP-ribosilacién, sumoilacion, nedilacion, O-
GlcNAcilacion y ubiquitinacion (Figura 20). Muchas de estas modificaciones
ocurren en las regiones N- y C- terminal de p53. La fosforilacion y la acetilacion
son las principales modificaciones post- traduccionales que potencian la
actividad transcripcional de p53, estas estabilizan y permiten su acumulacion en
el nucleo, donde interactia con secuencias especificas de sus genes blancos
(Bai y Zhu, 2006). Mientras que la ubiquitinacién, sumoilacion y nedilacion se
han asociado con la supresion de la transcripcion mediada por p53 y su

exportacion nuclear (Lee y Gu, 2010).

1-100 101-300 —301-393

Transactivacion Unién a DNA Neg

(P) Fosforilacién (N) Nedilacién
@9 Acetilacion © sumolacién

Ubiquitinacién (M) Metilacion

Figura 19. Modificaciones post-traduccionales del C  arboxilo-terminal. La actividad
de p53, y su estabilizacion son regulados principalmente por una red compleja de
modificaciones post-traduccionales, que incluyen: fosforilacidén, acetilacién, metilacion,
sumoilacion, nedilacion, ubiquitinacion (Fuente:
http://p53.free.fr/p53 info/p53 modifications.html).
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7.4 p53 en el ciclo celular.

Entre varias de las respuestas celulares producidas por p53, la mas notable
es la induccién del arresto del ciclo celular (Bai, y Zhu, 2006). La proteina p53
induce el arresto del ciclo celular al intervenir en la fase G1/S evitando la
entrada apresurada a la fase S, debido a que p53 opera como un activador
transcripcional de genes especificos como: p21, retinoblastoma, E2F, PCNA y
GADDA45. La proteina p21, también conocida como WAF-1 o CIP-1 pertenece a
la familia de proteinas reguladoras del ciclo celular denominadas inhibidores
mitéticos. La proteina p21 se une a los complejos ciclina-Cdk, implicados en el
control de la actividad del ciclo celular en los puntos de control G1/S y G2/M,
inhibiendo la actividad catalitica de estos. La expresion de esta proteina esta
estrechamente controlada por p53 en respuesta a una variedad de
estimulos de estrés. Asi por ejemplo, p21 inhibe el complejo ciclina D1-Cdk4
que desencadena la acumulacion de la forma fosforilada del factor de
transcripcion retinoblastoma (Rb). EI Rb es una fosfoproteina nuclear que
desempeiia un importante papel en el control de la division y diferenciacion
celular. ElI Rb en su forma desfosforilada se encuentra activado y gracias a la
hendidura que posee en su estructura es capaz de unir y retener al factor de
transcripcion nuclear E2F. E2F es un factor de transcripcidn que activa los genes
necesarios para la transicion G1/S (de sintesis del DNA) en el ciclo celular.
Cada miembro de la familia E2F dimeriza con una proteina DP-1 para formar un
complejo transcripcional E2F activo y de esta forma actia como un freno para el
ciclo celular. Asi mismo, p53 interviene en procesos de reparacion gracias a la
modulacién de una proteina que previene la replicacion del DNA alterado, la
PCNA (del inglés Proliferating Cell Nuclear Antigen). La actividad de esta enzima
es inhibida por p53 a través de dos mecanismos: (1) por medio de p21, al formar
un complejo con PCNA que la inhibe y (2) promoviendo la sobreexpresion de
GADD45. El GADD45 ademas de unirse a PCNA, regula la transcripcion de la
subunidad R2 de la ribonucleodtido reductasa, la cual es la enzima esencial para
la sintesis y reparacion del DNA, en concreto en la reparacion por escision de
nucleétidos y de bases (Fernandez- Gomez, 2004). Asi el arresto del ciclo
celular en los puntos G; y G, proporciona tiempo adicional para que la célula
repare el daflo gendmico antes de entrar a las etapas criticas de la sintesis del
DNA y la mitosis (Figura 21)(Bai y Zhu, 2006).
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Figura 20. La proteina p53 en el ciclo celular. p53 opera como un activador
transcripcional de genes especificos como: p21 y GADD45 (Fuente: Lépez y Fernandez,
2012).

7.5 p53y apoptosis

Cuando la célula es incapaz de reparar el dafio en el DNA y con el
objetivo de impedir que dicho dafio se herede a las células hijas, p53 activa rutas
de sefializacidon que llevan a su muerte. Entre estas situaciones se encuentra el
dafo grave sobre el DNA, los factores de supervivencia celular limitados o un
oncogen activado que obliga a la célula a realizar el ciclo replicativo.

La proteina p53 activa se une especificamente al DNA y regula la
transcripcion de diferentes genes efectores, involucrados en la reparacion del
DNA, en el arresto del ciclo celular, y apoptosis. Este ultimo proceso esta
controlado por p53 al activar la transcripcion de genes pro-apoptéticos como
Bax, Bid, Noxa, p53 AIP-1, Apaf-1, y PERP, Puma, y catepsina D y por represion
transcripcional de Bcl2 e IAPs (Mihara et al., 2003; Waster y Olinger 2009). Sin
embargo, también se demostré que en diferentes lineas celulares la apoptosis
dependiente de p53, ocurria en ausencia de transcripcion, se observd que p53
interactuaba con proteinas de la familia Bcl-2 en citosol y en mitocondria

promoviendo la permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial y la
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liberacion de mediadores proapoptoticos como Bax, de los complejos formados
con las proteinas antiapoptdticas Bcl-2 y/o Bcl-x. (Waster y Olinger , 2009).
Schuler et al. (2000) observé en lineas celulares de osteosarcoma humano
Saos-2 que p53 al activar a la proteina Bax, inducia la liberacion de citocromo c
al citoplasma, mientras Mihara et al. (2003), demostré que las proteinas p53,
Noxa, Puma, Bim y Bad se translocaban rapidamente a la mitocondria tras un
estimulo de muerte, estas se unian e inhibian a las proteinas Bcly. y Bcl2, e
inducian la permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial, conduciendo
a la liberaciobn del citocromo ¢ y la activacion de las caspasas 9 por
oligomerizacién con la molécula adaptadora Apaf-1 en presencia de ATP (Figura
22). Por otra parte Waster y Ollinger (2009) observaron en melanocitos que la
inhibicibn de p53 incrementaba significativamente la translocacién de esas
proteinas antiapoptéticas a la mitocondria.
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Figura 21. p53 y apoptosis. Los genotdxicos activan a la proteina p53, y a las
proteinas BH3, Noxa y Puma que promueven la permeabilidad de la MEM y la liberacion
de factores de muerte. La activacion de receptores de muerte involucra diversas vias
gue involucran disfuncién lisosomal, degradacion de la proteina Bid inducida por
caspasa 8, alteracion mitocondrial y activacion de caspasas ejecutoras (Fuente: Sterin y
Nieto, 2007).
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Las ERO estan implicadas en diferentes niveles de la sefializacion de p53.
Asi mismo p53 contiene varios residuos de cisteina, lo que sugiere que p53
presentan diferentes conformaciones dependiendo de su estado redox
intracelular (Waster y Ollinger, 2009). Se ha demostrado que las especies
reactivas de oxigeno son mediadores de la apoptosis dependiente de p53. Una
serie de genes llamados PIGs (genes inducidos por p53), (Colman et al., 2000),
con actividades Oxido-reductoras, han sido identificados en células apoptéticas
de carcinoma colorectal. Lo que sugiere que el dafio oxidante de la mitocondria
es de gran importancia en el control de la muerte apoptotica inducida por p53
(Marchenko et al., 2000).

7.6 Degradacion de p53

La via mas comun de degradacion de p53 es la ruta de la ubiquitina-26S
proteosoma, también se ha descrito que p53 puede hidrolizarse por miembros de
la familia de las cisteina proteasas, como las calpainas. Aunque el sistema
proteosomal se presenta tanto en el citoplasma como en nudcleo, la degradacion
de p53 tiene lugar de forma exclusiva en el citoplasma, por lo que se necesita un
retorno de p53 desde el nlcleo a este compartimiento; la salida tiene lugar por la
via del CRNL1. Tres son los sistemas descritos encargados de ‘preparar’ a p53
para su degradacion: (1) el sefialosoma COP9 (CSN), que fosforila a p53 en la
Trel55, (2) la enzima JNK que fosforila la Tre81 vy (3) la proteina MDM2 (del
inglés, murine double minute 2) quizas el mas importante, encargada de dirigir la
translocacion desde el nucleo al citoplasma (Haupt et al., 1996; Honda R, et al.,
1997; Gomez-Lazaro et al., 2004).

8.Ubiquitinacién

Las proteinas estan sometidas a un recambio constante degradacion/sintesis,
por tanto todos los dias podemos degradar hasta 300g de proteinas endogenas.
En la sintesis de cualquier compuesto se gasta energia, sin embargo en la
degradacion de proteinas no sélo no se produce energia, sino que en muchos
casos la consume. Los motivos por los que se degradan las proteinas son:
1. Sintesis de proteinas anormales. Con algun o varios aminoacidos alterados,

cuya acumulacién puede ser peligrosa para la vida celular
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2. Envejecimiento proteico. Las proteinas a medida que pasa el tiempo se van
oxidando y alterando.

3. Permitir la regularizacion del metabolismo celular: Las proteinas mas activas
(por ejemplo, enzimas reguladoras) no pueden tener una concentracion elevada
en la célula, por lo que deben ser degradadas una vez que cumplan su funcion.

Las proteinas se pueden degradar casi en cualquier lugar de la célula pero
esto se realiza mayoritariamente en los lisosomas y en el citosol. En los
lisosomas se puede degradar cualquier tipo de proteina, pero normalmente la
degradacion en lisosomas afecta a proteinas que entran a la célula por
endocitosis (por ejemplo las lipoproteinas) o proteinas estructurales (de
membranas mitocondriales, plasmaticas, etc). Las enzimas que se encargan de
degradarlas se conocen en general como catepsinas. Las catepsinas son
proteasas lisosomales (se conocen alrededor de 50) bastante inespecificas que
actuan tanto como endopeptidasas o como exopeptidasas, con pH acido (entre
3-5), debido debe a que si se liberaran del lisosoma, el pH citosolico las
inactivaria para impedir el dafio celular. En cambio la degradacién de proteinas
en el citosol requiere de vias de sefalizacion. Las proteinas solubles de la célula
suelen degradarse en citosol, y presentan una secuencia especifica que las
marca para ser degradadas. La proteina encargada del marcaje es la ubiquitina
(Hochstrasser, 2009; Rodriguez, 2003).

Las proteinas en las células eucariotas estan sujetas a una amplia variedad
de modificaciones post-traduccionales. Entre estas modificaciones, esta la union
covalente de ubiquitina o proteinas similares a ubiquitinas que marcan a las
proteinas (Fushman y Wilkinson, 2011). La ubiquitina es una pequefia proteina
bien conservada entre los eucariontes pero ausente en las eubacterias y en las
archea. (Hochstrasser, 2009). La ubiquitinacion funciona como un sistema
unificador para la degradacion de diversas proteinas, es decir, se requieren la
unién previa de ubiquitinas para que ocurra el paso final de la degradacion.

El proceso de ubiquitinacién de las proteinas se lleva a cabo en varias
etapas. En él participan, fundamentalmente, tres enzimas, E1, E2 y E3. El primer
paso se observa en la ubiquitina ya que esta tiene un residuo de glicina en su
carboxilo terminal, y este debe ser activado antes de que forme enlaces
covalentes con otra proteina. Al principio, el carboxilo terminal es adenilado por

E1, con el aducto ubiquitina-AMP permaneciendo unido a la enzima. Entonces
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una cadena lateral de cisteina en E1 atacara al carboxilo terminal de la
ubiquitina, de este modo se da la formacion dependiente de ATP de un enlace
tioester entre el C-terminal de la ubiquitina y un tiol de cisteina en E1 (también
llamada enzima activadora de ubiquitina). A continuacion, se produce la
transferencia de la ubiquitina desde E1 a otro grupo de cisteina de E2
(denominada enzima transportadora de ubiquitina), la cual se encarga de
transportar la ubiquitina hasta el sustrato proteico y por ultimo la ubiquitina es
transferida a un factor especifico, la tercera enzima E3 (proteina ligasa de
ubiquitina) antes que al sustrato. La enzima ES3, facilita entonces la transferencia
de la ubiquitina activada desde E2 hasta residuos de lisina en las proteinas
diana. De esta forma la enzima E3 cataliza la transferencia de la ubiquitina al
sustrato puesto que tienen la funcion de reconocer la proteina blanco y mediar
esta transferencia (Figura 23). El proceso se puede repetir (poliubiquitinacién) o
no (monoubiquitinacidn). Si se produce la poliubiquitinacién, entonces, nuevas
moléculas de ubiquitina se unen a la proteina ya marcada. La ubiquitina puede,
en este momento, unirse a otros residuos de lisina de la proteina diana, y/o
unirse a residuos de lisina de una ubiquitina unida anteriormente, formandose
asi largas colas de ubiquitinas. La ubiquitina tiene siete residuos de lisina (Lis6,
Lis11, Lis27, Lis29, Lis33, Lis48 y Lis63) cada uno de los cuales puede, unirse
con el resto C-terminal de otra ubiquitina. En el proceso de poliubiquitinacion se
ha descubierto la participacion de otra enzima, E4 (factor de ensamblaje de las
cadenas de ubiquitina). La poliubiquitinacion, esta relacionada con la
degradacion de la proteina por el proteosoma, que reconoce las cadena de
ubiquitina y atrae a la proteina hacia su interior. La monoubiquitinacion esta mas
relacionada con procesos de regulacion, como la endocitosis, la reparaciéon de
DNA o la regulacion transcripcional (Rodriguez, 2003; Castellanos, 2009;
Hochstrasser, 2009).
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Figura 22. Ruta de la conjugacion de ubiquitinas. En el proceso de ubiquitinacion de
las proteinas participan , tres enzimas, E1, E2 y E3. La enzima E1 une la ubiquitina,
activandola para su procesamiento. La enzima conjugadora E2 acepta la ubiquitina

activada de E1 y la transfiere a las enzima E3 (Fuente Hochstrasser, 2009).

9. Proteosoma

El destino final de muchas proteinas marcadas por la ubiquitina es su
destruccion por el proteosoma. El proteosoma se descubrié a finales de los afios
setenta, y se llamod asi porque contiene muchas proteasas. Los proteosomas son
complejos multicataliticos. Mientras que una proteina de tamafio medio tiene
entre 40,000 y 80,000 daltons, la mayoria de los proteosomas de los organismos
superiores pesan mas de dos millones de daltons. El proteosoma esta
constituido por una particula central con aspecto de tanel (proteosoma 20S) a la
gue acompafian una o dos particulas reguladoras menores, situadas en un
extremo o en ambos. La unidad central es la region catalitica del proteosoma,
mientras que los anillos externos actian como puertas de control y alejan asi el
peligro de que alguna proteina extraviada penetre en su camara de destruccion
(Rodriguez, 2003; Hochstrasser, 2009). El nacleo central proteosomas 20S, es

una estructura conservada desde arqueobacterias (del género Thermoplasma o
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Rhodococcus) hasta eucariotas, y estructuras similares se han detectado en
bacterias como Escherichia coli. Uno de los proteosomas mejor caracterizado ha
sido el proteosoma 20S de Thermoplasma acidophilum.

El proteosoma 20s es un complejo multicatalitico que se encuentra en
citosol y nucleo de células eucariotas. Consiste de una particula central formada
por 28 subunidades (proteosoma 20S) de 2.100 kDa, formando una estructura
tubular con dos anillos idénticos exteriores (anillos a) y dos idénticos interiores
(anillos B). La subunidad 20s contiene tres actividades proteoliticas: de tripsina,
de quimiotripsina y de peptidil-glutamil. Cada uno de los dos anillos ay 3 estan
formados por 7 subunidades diferentes (codificadas por 14 genes distintos),
dando lugar a una estructura general a;-B7-B7-a7. Los tres sitios cataliticos se
encuentran en algunas de las subunidades (3, en la parte interna del complejo
para asi, evitar la degradacion indiscriminada de proteinas intracelulares. Estos
tres centros activos promueven la hidrolisis de proteinas en los residuos
hidrofobicos basicos o acidos del carboxilo terminal. La subunidad (3 puede ser
constitutiva o inducible, y estd ensamblada de manera diferente dependiendo de
las condiciones fisioldgicas y de los requerimientos celulares. Parece ser que en
los tres tipos de actividades proteoliticas, la treonina es el residuo catalitico
esencial. Los anillos externos, formados por las subunidades o, no presentan
actividad proteolitica pero sirven de anclaje para una multisubunidad PA700
(19S; 700 kDa) que contiene actividad ATPasa. La subunidad 19S se une al
extremo superior e inferior del proteosoma 20S para formar el proteosoma 26S y
se une a las proteinas ubiquitinadas., el proteosoma 26S solamente ha sido
detectado en eucariotas. Una vez unidas las subunidades presenta las
siguientes funciones: (1) abrir el canal de entrada al interior de la subunidad 20S,
ya que este estaria cerrado por los restos N-terminales de las subunidades a y
(2) desplegar las proteinas ubiquitinadas para que puedan penetrar en el centro
catalitico. Ambos procesos requieren ATP (Rodriguez, 2003; Hochstrasser,
2009) (Figura 24).
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Figura 23. Composicién y organizacion de los proteo somas. El proteosoma esta
compuesto por una region catalitica, que constituye a la subunidad 20S y una region
reguladora, la multisubunidad 19S que presenta actividad de ATPasa. El ensamblaje de

las dos regiones constituye al proteosoma 26 S, (Fuente: Lilienbaum, 2013).

Los defectos en las rutas de ubiquitinacion de proteinas para la proteolisis
en el proteosoma, se han relacionado con desordenes neurodegenerativos tales
como el Alzheimer y la enfermedad de Parkinson (Fushman y Wilkinson, 2011).
Otra de las enfermedades cronico degenerativas que puede afectar la funcion
del proteosoma es la diabetes. Varios reportes han demostrado que los niveles
altos de glucosa aceleran la actividad proteosomal con la consecuente pérdida
muscular y una activacion constante del factor nuclear-kB. Queisser et al.
(2010), demostro que la actividad proteosomal esta disminuida in vitro e in vivo
bajo condiciones de hiperglucemia, asi como su actividad similar a quimiotripsina
in vitro, también demostré que la altas concentraciones de glucosa permiten la
reduccion del complejo ubiquitina-19S dependiente de ATP, lo que
probablemente induzca la acumulacion de proteinas intracelulares
poliubiquitinadas (Queisser et al., 2010). La degradacion de la proteina p53 se
realiza principalmente por la via ubiquitina-proteosoma, aunque también

intervienen otras enzimas proteoliticas como las calpainas.
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10. Proteina Mdm2

10.1 Caracteristicas estructurales de la proteina ~ Mdm2

Mdm2 es una oncoproteina y su gen esta localizado sobre el cromosoma
humano 12q14.3915. El gen mdm2 fue identificado originalmente como uno de
los tres genes (mdml1, 2 y 3), los cuales se sobre expresaron mas de 50 veces
por amplificacion en la linea celular murina BALB/c (3T3-DM). Estos genes se
localizaron sobre pequefios cuerpos nucleares extracromosomales
acentromeéricos, llamados dobles minutos. El producto del gen fue presentado
mas tarde como el responsable de la transformacion de las células cuando lo
sobre expresaban, por lo tanto a mdm2, se le considera un oncogén pues se ha
observado que esta amplificado en el 7% de todos los canceres humanos, como
cancer de mama, osteosarcomas, y carcinomas esofagicos.

La proteina Mdm2 presenta una longitud de 491 aminoacidos- y una masa
molecular de 90 KDa. La estructura de Mdm2 ha sido resuelta por cristalografia
de rayos X (Lozano y Montes de Oca., 1998), posee 4 dominios funcionales bien
conservados entre los vertebrados con mandibula estos son: 1) el dominio de
uniéon con p53, 2) el dominio acido central, 3) el dominio Zinc Finger o dedo de
zinc y 4) el dominio de Ring Finger o dedo anular (Momand et al., 2011) (Figura
25). La porcion del N terminal de Mdm2 contiene el dominio de union a la
proteina p53 (residuos 23-108), el cual forma una hendidura hidrofébica donde
el a—hélice de p53 se une. El a-hélice de p53 estd constituida por 18-26
aminoéacidos, y forma parte del gran dominio de transactivacion que se une a
diversos factores de transcripcion. Mdm2 en su dominio central 4cido (residuos
243-301) presenta sitios de unién para las proteinas TBP, p300, el supresor de
tumores pl4/pl9ay4, las secuencias de localizacién y exportacién nuclear que
modulan el movimiento nucleo-citoplasmico. ElI dominio central acido presenta
un punto Isoeléctrico calculado de 2.9, debido a su gran nimero de residuos de
acido aspartico y acido glutdmico. Este dominio contiene cuatro serinas que son
blancos de fosforilacion por la cinasa de control 1 y 2 (checkpoint kinase 1y 2).
El dominio acido se une al supresor de tumores, pl4/pl9,4, que permite el
secuestro de Mdm2 al nucléolo, lo que evita la union a p53, resultando en el
incremento de la actividad de p53 y de la unién de p14/p19a+ a Mdm2,lo que

previene a ubiquitinacion de p53 regulada por Mdm2. Hay evidencias que
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proponen que el dominio acido de Mdm2 contribuye a la degradacién eficiente
de p53. El dominio acido de Mdm2 puede interactuar y facilitar la entrada de p53
al proteosoma. Esto sugiere que este dominio participa en la degradacion de
Mdm2 post-ubiquitinacion (Meek y Knippschild, 2003; Michael y Moshe, 2003). El
dominio de dedo de Zinc (residuos 299-328), contiene cuatro cisteinas
conservadas que coordinan al Zinc. Este dominio junto con el central acido se
unen a varias moléculas biolégicas que incluyen a las proteinas ribosomales L5,
L11, L23, la proteina de union a TATA y al supresor de tumores Rb. La region
del COOH-terminal de Mdm2 exhibe el dominio Ring Finger (438-479
aminoacidos); conocidos como motivos de interaccion proteina-proteina, pero
también pueden unirse a DNA o RNA. Este dominio usa seis cisteinas y dos
histidinas para la unidbn de 2 atomos de Zinc, que es esencial para el
plegamiento apropiado de este dominio. EI dominio Ring Finger es necesario
para la transferencia de la ubiquitina de E2 a las lisinas de p53 y para la
autodestruccion de Mdmz2. (Daujat et al., 2001; Michael y Moshe, 2003; Meek y
Knippschild, 2003; Momand et al., 2011).

P P2 ATG ATG
>
1| 27 28 |52 53 97 97 114 114 133 134166 166 21 213 272 299 298
] E 9 M @@DDDI_I
ps3 RE
NLS NES
125 BOK 4o 179/185 190/202 243 BOXV 30 290/335 3 VOB
Dominio de Dominio 4cido Dedo de Ser 395-P Dominio de
unién a p53 Zinc anillo

Figura 24. Estructura del gen mdm2 y dominios funci onales de la proteina Mdm2. El gen
mdm2 consiste de 12 exones y dos elementos sensible a p53 (p53 RE) en el intron 1. La
proteina Mdm2 presenta una longitud de 491 aminoacidos y una masa molecular de 90 Kd,
comprenden, el dominio de unién a p53, el dominio &acido, el dominio de dedo de zinc y el
dominio de anillo, ademas presenta las sefiales de exporte y localizacion nuclear (NLS y NES)
asi como la sefial de localizacién nucleolar (NoLS) (Fuente: Ilwakuma y Lozano, 2003;

Ponnuswammy et al, 2012).
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La transcripcion de Mdm2 esta regulada por p53, por lo tanto cuando p53
se estabiliza, la transcripcion de Mdm2 también se induce, resultando en un
incremento de los niveles de Mdm2 (lwakuma y Lozano, 2003). Asi Mdm2 y p53
forman parte de un loop auto-regulador negativo que mantiene los niveles de
p53 bajos en ausencia de sefales que estabilicen a p53 como la radiacion
ionizante y ultravioleta lo que le permiten escapar de la degradacion promovida
por Mdm2 (Michael y Oren, 2003; Moll y Petrenko, 2003; Manfredi, 2010).

La funcibn mas importante de Mdm2 es la regulacion negativa de la
proteina supresora de tumores p53. Mdm2 por medio de su NH»- terminal que
contiene el sitio de unién a p53, logra unirse al dominio de transactivacion p53 y
asi reprime su actividad transcripcional. Ademas Mdm2 en virtud de su sefial de
exportacion traslada a p53 fuera del nucleo (Chan et al.,, 2006). Mdm2 también
actia como una ubiquitina E3 ligasa, esta propiedad se la confiere su dominio
Ring Finger; este dominio es el mas conservado en términos evolutivos y se ha
observado que sus funciones se anulan mediante mutaciones que eliminan o
sustituyen cualquiera de sus aminoacidos necesarios para la coordinacion de
moléculas de Zinc (Meek y Knippschild, 2003; Moll y Petrenko, 2003). Este
dominio también modula su autoubiquitinacion y la ubiquitinacién de p53 y de
otros sustratos. Por lo tanto Mdm2 es capaz de neutralizar la actividad de p53 no
solo por impedir su activacion transcripcional, sino también por promover su
degradacion a través de la ubiquitinacion (lwakuma y Lozano, 2003; Michael y
Oren, 2003). Mdm2 es una proteina de vida muy corta, cuya rapida degradacion
se debe a su protedlisis dependiente de ubiquitina, por lo tanto la actividad de
ligasa E3 de Mdm2 es importante no sélo por regular los niveles de p53 sino
también para su propia autorregulacion (Michael y Oren, 2003; Moll y Petrenko,
2003; Manfredi, 2010).

Existen seis residuos de lisina en p53 que son ubiquitinados por Mdm2
(lisina 370, 372, 373, 381, 382 y 386). La ubiquitinacion de p53 por Mdmz2 inicia
con la unién de Mdmz2 al extremo N-terminal de p53. Existe una segunda region
de p53, llamada caja-V que sirve como sefial de ubiquitinacion y sitio de
acoplamiento para Mdm2. Esto permiti6 a Wallace et al. (2006) proponer un
modelo donde la union de Mdm2 al extremo N-terminal de p53 promueve la
union del dominio &cido de Mdm2 a la region de la caja-V de p53, permitiendo la
transferencia de ubiquitinas de E2 al extremo C-terminal de p53 (Chan et al.,
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2006; Wallace et al., 2006; Davis et al., 2013).

Mdm2 cataliza la monoubiquitinacion y la poliubiquitinacion de p53 de
manera dosis-dependiente. Los niveles elevados de Mdm2 regulan la
poliubiquitinacion y degradacion proteosomal, mientras que los bajos niveles de
Mdm2 inducen la monoubiquitinacién y el exporte nuclear de p53 (Li et al., 2003;
Wang et al., 2011). Marchenko et al (2007), sefialé que la monoubiquitinacién de
p53, constituye una sefial de trafico para redireccionar a p53 de la degradacién e
inactivaciéon a la translocacién hacia la mitocondria y activacion temprana
durante la respuesta al estrés, asi Mdm2 parece actuar no como una lanzadera
de p53 sino como un promotor de la translocacion de p53 a la mitocondria, en
virtud de su actividad enzimatica E3 ligasa. Se ha demostrado que la
monoubiquitinacion es catalizada sélo por Mdm2, mientras que la
poliubiquitinacién esta regulada por Mdm2 junto con p300 (Chan et al., 2006).
Ademas del cambio conformacional de Mdm2 que se produce por la union de su
dominio central al dominio de unidon a DNA de p53, se necesita de una segunda
interaccion para una poliubiquitinacién y degradacion proteosomal eficiente
(Wang et al., 2011). La interaccion de p53 con Mdm2 necesita de otras proteinas
gue mejoren y controlen este mecanismo. Davis et al. (2013) demostr6 que
antes de que p53 se transloque al nucleo, se le une en el citoplasma una
proteina “switch” (PS) que le permite interactuar con Mdm2 y su subsecuente
ubiquitinacién. De este modo la proteina switch proporciona una interaccion

controlada de p53 con Mdm?2.

10.2 La actividad de Mdm2 esta regulada por modific  aciones post-
traduccionales.

La funcion de Mdm2 esta altamente controlada por modificaciones post-
traduccionales, entre las que destaca, la fosforilacion. Mdm2 contiene multiples
sitios de fosforilacion, localizados dentro de dos dominios funcionales: 1) el
dominio N-terminal que interactia con p53 e inhibe su transactividad y 2) el
dominio &cido en la parte central de Mdm2 que sirve como sitio de acoplamiento
para otras proteinas. La fosforilacion de Mdm2 regula la ubiquitinacién de p53
como: 1) afectar directamente la actividad de E3 ligasa de Mdmz2, 2) interfiere

con la asociacion fisica entre p53 y Mdm2 y 3) restringe a Mdm2 en ciertos

47



compartimentos subcelulares para proteger a p53 de la degradacion (Shi y Gu,
2012).

La DNA-PK (proteina cinasa activada por DNA) fosforila a Mdm2 en el
dominio de unién a p53 en serina 17, la fosforilacion en este sitio ha sido
reportada con un impacto significativo sobre la habilidad de Mdm2 para
ubiquitinar a p53 (Shiy Gu, 2012).

La ATM cinasa (Ataxia-Telangiectasia Mutada), un miembro de la familia
de las fosfatidil inositol 3-cinasas, fosforila a p53 y a Mdm2. La fosforilacion de
p53 en serina 15 por ATM, reduce su afinidad por Mdm2 y su degradacion, por lo
tanto incrementa su estabilidad y funcion. ATM también puede fosforilar a Mdm2
en serina 395, reduciendo la oligomerizacion de su dominio “Ring Finger” y
atenuando la actividad de E3 ligasa de Mdm2, esto implica la inhibicion de la
cualidad exportadora de Mdm2 para acarrear a p53 del nucleo al citoplasma,
evitando la degradacion de p53 y promoviendo su acumulacion en la células (Shi
y Gu, 2012; Hu et al., 2012). ATM no soélo fosforila directamente a Mdm2 sino
también activa a una segunda cinasa, la c-Abl (del inglés Abelson murine
leukemia). ,La fosforilacion de Mdm2 inducida por c-Abl en Tirosina 394, debilita
la interacciéon entre Mdm2 y p53 protegiendo de la degradacién a p53 (Hu et al.,
2012).

La exposicion a la radiacion ultravioleta, activa a la proteina cinasa ATR
(Ataxia Telangiectasia-Rad 3), la cual fosforila a p53 en mudltiples sitios, que
incluyen serina 15 y serina 37, ademas fosforila a Mdm2 en serina 407,
reduciendo la exportacion de p53 del nucleo al citoplasma dependiente de
Mdmz2, incrementando la acumulacion y funcién de p53 (Hu et al., 2012).

Wipl es un gen blanco y una fosfatasa inducidos por p53 en una fase
posterior al estrés genotoxico, que desfosforila a Mdm2 en el residuo de serina
395 (el sitio fosforilado por ATM). Esta desfosforilacion incrementa la afinidad de
Mdm2 hacia p53 y la ubiquitinacion y degradacion de p53, al mismo tiempo que
reduce la autoubiquitinacion de Mdmz2 ( Shiy Gu, 2012).

El dominio central acido de Mdm2 esta altamente desordenado y requiere
modificaciones para adoptar estructuras fijas que favorezcan la union con otras
proteinas. Se han identificado multiples sitios de fosforilacion en este dominio. La
Glicogeno sintasa cinasa-33 (GSK-3B), una serina/ treonina cinasa, fosforila a la

serina 240 y a la serina 254 del dominio central &cido de Mdm2 (Shiy Gu, 2012).
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Por otra parte la via de sefalizacion de PI-3K/Akt es una ruta
evolutivamente bien conservada que tiene un papel critico en la tumorogénesis
al regular la proliferaciéon y sobrevivencia celular. La union de IGF-1(factor de
crecimiento insulinico tipo 1 a su receptor de tirosina cinasa) resulta en la
activacion de PI3K (Fosfoinositol 3 Cinasa), el cual a su vez fosforila a los
fosfoinositidos y permite que los niveles de PIP3 (Fosfatidilinositol (3,4,5)-
trifosfato) en la membrana plasmatica se incrementen. De esta manera PIP3
logra el reclutamiento de las proteinas que contienen dominios de homologia de
plekstrina, como PDK1 y PDK2, activadores de Akt. El incremento de PIP3 activa
a las PDKs, las cuales fosforilan a Akt en treonina 308 y serina 473. La
activacion de Akt permite su liberacidbn de la membrana para interactuar y
fosforilar un gran nimero se sustratos citoplasmicos y nucleares, que inhiben la
apoptosis y estimulan la sobrevivencia celular (Hu et al., 2012). Mdm2 se
fosforila por Akt en serina 166/186, ambos se localizan dentro de los motivos
consenso RXRXXS/T para la cinasa Akt y cercanos a la secuencia de
localizacion nuclear (Mdm2 NLS). En estudios previos en células de
osteosarcoma de la linea U20S mediante analisis de Western blot, se observo
que en condiciones de escases de suero los niveles de Mdm2 no se afectaron,
por el contrario en presencia de suero, hubo un rapido incremento en la
fosforilacién de Serina 166 de Mdm2. Este hallazgo respaldé la hipétesis de que
Mdm2 presentaba fosforilaciones en el residuo de Serl66 cuando la actividad de
Akt era inducida (, por lo tanto Mdm2 fue identificado como sustrato de Akt.
Gottlieb et al., 2002; Meek y Knippschild, 2003; Al- Anati et al., 2009). Hay que
destacar que los sitios Serl66 y Serl86 estan evolutivamente bien conservados.
La fosforilacién de Mdm2 en Serina 166/186 promueve su localizacion nuclear y
su interaccion con p300, un co-activador transcripcional que forma un complejo
con Mdm2. Este complejo heterogéneo favorece la inhibicién y degradacion de
p53 (Shiy Gu, 2012; Hu et al., 2012). El residuo de serina 166 de Mdm2 esta
conservado entre 13 especies de mamiferos (incluido el humano) (Fuente:

www.uniprot.org) (Figura 26).
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Figura 25. Regulacion de Mdm2 por PKB/Akt.  La via de sefializacion de PI-3K/Akt. La
union de un factor de crecimiento a su receptor de tirosina cinasa resulta en la
activacion de PI3K que a su activa a PKB/Akt, la cual fosforila a Mdm2 en los residuos
de serina 166 y 186 que promueven su estabilizacion, favoreciendo la ubiquitinacion y
degradacion de p53 . Mdm2 al no ser fosforilada por PKB/Akt induce a su

autoubiquitinacién que produce su degradacion (Fuente: Feng et al., 2004).

10.3 Regulacion de Mdm2 por MicroRNAs

Los Micro RNAs son pequeiios RNAs no codificantes que se expresan
endogenamente. Los Micro RNAs se alinean con sitios parcialmente
complementarios del 3"-UTR de los RNA mensajeros, permitiendo la represion
traduccional de genes diana. Los micros RNA aberrantes se han observado en
diversos tipos de cancer, evidenciando su participacion en la tumorogénesis. Se
han identificado diversos micro RNAs como activadores de Mdm2 entre los que
se incluyen: miR143/145, miR605, miR25, miR32 y miR143/145. Los Micro
RNAs regulan negativamente a los RNAmM de Mdm2 por union directa con su 3'-

UTR, incrementando los niveles y la funcion de p53 (Hu et al., 2012).
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10.4 Regulacion de Mdm2 por estrés ribosomal

La retroalimentacion negativa de Mdm2-p53 esta regulada por estrés
ribosomal, también conocida como estrés nucleolar. La biogénesis es un
proceso celular coordinado que involucra la expresion de RNA ribosomales
(rRNA) y proteinas ribosomales, procesamiento de los rRNA, y ensamblaje de
PR (proteinas ribosomales) con el rRNA para generar ribosomas 80s,
asegurando un nivel adecuado de sintesis de proteinas que entren al ciclo
celular y mantengan la homeostasis celular. Las alteraciones en la biogénesis
ribosomal, incluyen una inadecuada transcripcion de rRNA, interrupcion del
procesamiento del rRNA vy estrés ribosomal. Diversas PR interactian con Mdm2
(RPL5, RPL11, RPL23, RPL26, RPS3, RPS7, RPS14, y RPS27/L). Un exceso
de PR libres, implica una union directa al dominio central acido de Mdmz2,
haciéndola menos eficiente para regular a p53 (Hu et al., 2012).

10.5 Regulaciéon de Mdm2 por estrés cronico y neur  ohormonas.

Estudios recientes sugieren que el incremento de neurohormonas durante
el estrés crénico desregulan a p53 a través de la activacion de Mdm2. Las
hormonas glucocorticoides y corticosterona, incrementan la fosforilacion de los
residuos de Serina 166/186 y reducen los niveles y funciones de p53. Este
efecto esta regulado por la proteina cinasa inducida por glucocorticoides y suero
(SGK1). Al bloquear la funciébn de SGK1 se suprime la fosforilacion de Ser
166/186 en Mdm2 por glucocorticoides y su efecto inhibitorio sobre p53. Por lo
tanto el estrés cronico eleva la concentracion de glucocorticoides que
disminuyen la funcidon de supresor de tumores de p53 al incrementar la actividad
de Mdm2 (Hu et al., 2012).

10.6 Enfermedades asociadas con actividad excesiva de p53

Los cambios en los niveles de p53 tienen importantes consecuencias para
la biologia celular y la fisiologia animal, destacando la importancia de controlar la
expresion de p53 bajo condiciones normales asi como en condiciones de estrés.
La activacion farmacolégica de p53 en ratones transgénicos usando péptidos

con el C-terminal modificado induce un fenotipo pro-envejecimiento
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caracterizado por una longevidad reducida, osteoporosis, atrofia de érganos
generalizada y una tolerancia al estrés disminuida. En otros estudios con ratones
transgénicos usando otra forma de p53 truncada con mutaciones en el dominio
de union a Mdm2, se observdé que p53 promovia el envejecimiento. Por otra
parte el estrés por adrenalina cronico a través de los receptores B-andrenérgicos
regula la supresiéon de Mdm2 y activa a p53 lo que deriva en dafio al DNA y
envejecimiento en ratones (Ponnuswamy et al., 2012). Por lo tanto el incremento
de la actividad de p53 afecta adversamente a la salud, ya que se incrementa la
muerte por apoptosis de los tejidos sanos. Algunas enfermedades son el
resultado de la actividad excesiva de p53 (Cuadro 2). (Nayak et al., 2009)
(Figura 27).

Cell Death,
Unrestricted Embryonic lethality
p53 activity
Tissue specific
< 50% Mdm2 apoptosis,
incressed Radiation sensitivity
pS3 transcription

and apoptosis

@ -. Tumor
> 50% Mdm2 Up-regulation  suppression

of p53 response

Tissue
Normal pS3 activity homeostasis

Inhibition of ps3 | Umorigenesis

response

Excess Mdm2

Figura 26. Balance entre p53 y Mdm2 . Los niveles totales de Mdm2 en la célula
modifican en gran medida la actividad de p53. La reduccion de los niveles de Mdm2 a
menos del 50% conducen a un incremento de la apoptosis especifica de tejidos,
mientras una reduccion del 80% de Mdm2 permiten la supresion de tumores sin efectos
adversos para el organismo, sin embargo un exceso de mas del 100% en los niveles de
Mdm2 inhiben la actividad de p53 induciendo la tumorogénesis (Fuente: Poyurovsky y
Prives, 2006).
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Cuadro 2. Enfermedades Asociadas a la actividad exc  esiva de p53

Enfermedades asociadas a la actividad

excesiva de p53

Enfermedades Neurodegenerativas

Enfermedad de Alzheimer (EA),
enfermedad de Parkinson (EP), esclerosis
lateral amiotrofica (ELA), retinitis
pigmentosa (RP)

Enfermedades Hematoldgicas

Sindromes mielodisplasicos, anemia
aplastica, neutropenia crénica, y talasemia

severa.

Enfermedades Infecciosas

Influenza, neumonia, VIH

Enfermedades Dermatoldgicas

Psoriasis, alopecia androgénica, verrugas
comunes, condiloma acuminado y

epidermodisplasia verrucifome.

Enfermedades del Sistema Inmunoldgico.

SIDA, exocrinopatia autoinmne y lupus

eritematoso sistémico

Enfermedades Oseas

Artritis y osteoporosis

Nota. Fuente: (Nayak et al., 2009).

53



V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La hiperglucemia es una caracteristica de la diabetes, durante esta
condicion el numero de células [ pancreédticas disminuye, por lo tanto la
secrecion de insulina también se reduce. En reportes previos se han obtenido
evidencias de que la hiperglucemia crénica origina estrés oxidativo y este a su
vez promueve la muerte celular por apoptosis. En situaciones de estrés la
activacion de la proteina p53 tiene un papel importante, pues activa una serie de
genes pro y anti apoptéticos, ademas de participar en los cambios a nivel
mitocondrial, en este caso la hiperglucemia podria provocar un aumento en los
niveles de p53 al disociarla de su principal regulador, MDM2 (al inhibir su
actividad de ubiquitina ligasa). Lo que permitiria el reclutamiento de p53 hacia la
mitocondria y la apoptosis de las células [3 pancreaticas y ser el origen de la
disfuncion de las mismas. Por lo tanto en el presente estudio la respuesta a

resolver es:

¢, Qué efectos tiene la hiperglucemia crénica sobre la funcién reguladora

de MDM2 en p53 y la apoptosis de células  pancreaticas?
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VI. HIPOTESIS

Las altas concentraciones de glucosa disminuiran la degradacion de p53
interfiriendo con la fosforilacion de MDM2 lo que inducira la muerte por apoptosis
de las células RINm5F.

55



VII. OBJETIVO GENERAL.

Evaluar el efecto de la hiperglucemia sobre Mdm-2 como regulador principal de

p53 en células RINm5F cultivadas con concentraciones altas de glucosa.
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VIII. OBJETIVOS ESPECIFICOS

En células RINm5F cultivadas en un medio con concentraciones altas de

glucosa comparandolo contra un grupo con glucosa normal :

- Demostrar que la hiperglucemia promueve apoptosis mediante andlisis de

fraccionamiento del DNA.

- Determinar la concentracion y fosforilacion de Mdm2 mediante ensayos de

Western Blot.

Indicar la localizacion subcelular de Mdm2 mediante ensayos de Western Blot y

microscopia confocal.

Evaluar la ubiquitinacién de p53 mediante ensayos de Inmunoprecipitacién y de
Western Blot
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IX. MATERIAL Y METODOS.

1. Reactivos

Cultivo Celular: EI medio de cultivo RPMI 1640 sin glucosa & NaHCOg, la
Tripsina (10x), y el EDTA, de Sigma-Aldrich Corporate (St. Louis, MO,USA). La
solucion balanceada de Hanks (10x) sin NaHCOg, la L-Glutamina 200mM (100x),
la Solucién de Aminoé&cidos no esenciales (100x) de In Vitro S.A (México D.F). El

medio RPMI 1640 con glucosa y L-Glutamina sin NaHCO3 (10x) y el Piruvato de
sodio de GIBCO (Carlsbad, California, USA). El suero fetal bovino de PPA The
Cell Culture Company (Pashing, Austria).

Western Blot: Los anticuerpos anti Mdm2, anti p53 (pab 246), anti (-

Actina, anti Histona, la proteina G Plus-Agarosa, la albumina de suero bovino
(BSA) y las membranas para transferencia PVDF de Santa Cruz Biotechnology,
Inc. (Santa Cruz, California, USA). El anticuerpo anti fosfo-MDM2 (Ser'®®) de
Thermo Scientific (RockFord, IL, USA). Los anticuerpos secundarios cabra-anti
conejo y cabra-anti ratbn conjugados con peroxidasa de MP Biomedicals
(Santa Ana, CA, USA). Los marcadores de peso molecular se obtuvieron de Bio-
Rad (Hercules CA,USA). El estuche de quimioluminiscencia de GE Healthcare
Life Sciences (Little Chalfont, Bucks, UK). Otros reactivos grado analitico se

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

2. Cultivo celular

Células RINm5F. Esta linea celular es obtenida de insulinomas (tumor del
pancreas endocrino que se origina en las células (3 de los islotes pancreaticos)
de rata. Las células RINm5F son de las lineas celulares secretoras de insulina
mas usadas en investigacion bioquimica y molecular para probar los efectos de
varios farmacos, se caracterizan por secretar principalmente insulina y pequefas
cantidades de glucagén y somatostatina.

Las células RINmM5F se cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado con
suero fetal bovino al 10% (v/v), 2 mM de L-glutamina, 1 mM de piruvato de sodio;
20 pg gentamicina y 23.8 mM de bicarbonato de sodio en una atmosfera
humeda a 37°C y 5% de CO,. El cultivo celular se mantuvo a dos

concentraciones de glucosa 5y 30 mM.
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La células al alcanzar 80% de confluencia, se desprendieron con 5 ml de
tripsina al 0.025% - EDTA 2 mM y se recuperaron por centrifugacion por 5 min a
250 x g a 4°C. El boton celular se resuspendié con medio RPMI 1640
suplementado y se tomd una alicuota para cuantificar el nimero de células.
Posteriormente, se procedid a resembrar las células para administrar los
tratamientos. Con este objetivo se puso la cantidad de 2.5 x 10° células en cada
botella de 75 mm? con 10 ml de medio RPMI 1640 suplementado, al dia
siguiente se les cambid6 el medio y al segundo dia se adicionaron los

tratamientos, como se sefiala posteriormente.

3. Extraccion de RNA y RT-gPCR (Real Time- quantit ative Polymerase
Chain Reaction).

El RNA fue purificado de las células RINm5F con agente TRIzol
(Invitrogen, Carlsbad, Ca), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La
sintesis del cDNA provino de 5 pg de RNA usando el kit ImProm Il Reverse
Transcriptase System (Promega, Madison, WI, USA); el cDNA obtenido fue
usado para el RT-qPCR. Los primers especificos para Mdm2 que fueron usados:
5- AGGAGCGGCTCCATGTGCAATACCACATG - 3 (foward), y 5'-
CTAGGGGAAATAAGTTAGCACAAT — 3" (reverse). RT-gPCR fue realizado en
un termociclador de luz 2.0 (Roche Molecular Biochemicals Mannheim-
Alemania) en conjunto con el kit para termociclador Fast Star DNA M PSYBR
Green | (Applied Biosystem). Los datos fueron normalizados con GAPDH.
Después de la amplificacion, las curvas de fusion para cada producto de PCR

fueron obtenidos y usados para determinar su especifcidad.

4. Determinacion de apoptosis.

4.1 Fragmentacion de DNA.

Después de los tratamientos las células se cosecharon con PBS- EDTA.
Se lavaron dos veces por centrifugacion con PBS. El boton celular se
resuspendio con 10 pl de solucion de lisis (EDTA 20 mM, Tris-HCI, igepal 1% pH
7.5) por cada millén de células (por lo menos 5 millones) se agité 10 segundos e
inmediatamente se centrifugd por 5 min a 9200 x g (Thermo scientific survall ST

40 R 17 cm didametro) 4 °C. A continuacion se repitio la extraccion con el buffer
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de lisis en el botdn y se unificaron los sobrenadantes. Posteriormente, al
sobrenadante se adicion6 SDS al 1% y se incubé 2 horas con RNasa a una
concentracion final de 5 ug/ul a una temperatura de 56 °C, seguido por la
digestion con proteinasa K a una concentracion final de 2.5 pg/ul durante 2 h a
37 °C. Después se adicioné ¥ volumen de acetato de amonio 10 My 2.5
volimenes de etanol absoluto para precipitar el DNA y se almaceno una noche a
-20 °C. EIl DNA se visualiz6 en un gel de agarosa 1.3% durante 70 min a 60
volts en TBE 1x (Herrmann et al., 1994). Por medio de un fotodocumentador de
geles (Gel Doc 2000, Bio-Rad) se obtuvieron los patrones de corrimiento del
DNA.

5. Fracciones subcelulares

Las células RINm5F (2 x 107) se resuspendieron en 350 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,
NavVO4 100 mM) y se incubaron durante 10 min a temperatura ambiente, se
transfirieron los lisados a un tubo de 1.5 ml, se tomaron alicuotas de 50 ul para
cuantificar proteinas totales. Posteriormente se centrifugaron a 1500 x ¢
(Thermo Scientific Sorvall ST 40 R 17 cm diametro) por 1 min a 4 °C y se
colocaron en hielo. De los botones celulares se obtuvo 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) que
contenia inhibidores de proteasas y fosfatasas (DTT 1 mM, PMSF 0.5 mM, NaF
50 mM, NavO4 100 mM) y 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 Sorvall ST 40 R 17 cm diametro) por 5
minutos 4 °C y la fraccidn nuclear se recuperé en el sobrenadante A. Los
sobrenadantes obtenidos de la primera centrifugacion (fraccién citosodlica) se
centrifugaron a 3100 x g (Thermo Scientific Sorvall 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 cuantificO la concentracién de

proteinas por el método de Lowry (Lowry et al., 1951).
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6. “Western blot” para Mdm2 y Mdm2 p-Ser 1%

Las fracciones (de 80-100 ug proteina), se mezclaron con 2 volumenes
del amortiguador de carga Laemmli 2x (Tris HCI 125 mM, SDS 4%, glicerol 20%,
2- mercaptoetanol 10%, azul de bromofenol 0.004%, pH 6.8; Sigma-Aldrich
Corporate, St. Louis, MO,USA), se calentaron por 5 min a 95 °C y se corrieron
en PAGE-SDS (8 y 10%), al inicio por 15 minutos a 90 volts para que las
muestras corrieran del gel concentrador al gel separador y a continuacion 1 h a
120 volts, posteriormente se transfirieron a una membrana de PVDF (0.8
mA/cm?, toda la noche a 4 °C), en amortiguador de transferencia (Tris 25 mM,
glicina 192 mM y 20% de metanol). EIl corrimiento y la transferencia de las
proteinas se confirmd con rojo de Ponceau S al 0.1%. A continuacién, la
membrana se lavé 2 veces con agua Milli Q y 4 veces con TBS-T (NaCl 140 mM,
Tris 50 mM pH 7.2; Tween 20 al 0.1%), para proceder a bloquear los sitios de
unidn inespecificos con Albumina al 5% en TBS-T durante 2 h a temperatura
ambiente. Al concluir el bloqueo la membrana se lavé tres veces con TBS-T y se
incubd toda la noche a 4 °C con el anticuerpo anti MDM2 (1:1000, C-18) o anti
fosfo-MDM2 (Ser'®®) (1:1000) en BSA al 1% en TBS-T. La unién de los
anticuerpos se detectdé mediante la utilizacion de un segundo anticuerpo
conjugado con peroxidasa de rabano y se revelé utilizando un estuche GE
Healthcare Life Sciences (Little Chalfont, Bucks, UK).

7. Inmunoprecipitacion

La fracciones se incubaron con el anticuerpo anti p53 (pab 246) en PBS o
con el amortiguador con el que se diluyo cada fraccion y se incubaron durante
una hora a 4 °C en agitacion orbital. A las fracciones se les afiadié Proteina G
PLUS-Agarosa y se incubaron en agitacion orbital por una hora o toda la noche a
4 °C. Posteriormente se colectaron los inmunoprecipitados por centrifugacion a
1000 x g por 5 minutos a 4 °C y descartando el sobrenadante. Las pastillas se
lavaron 4 veces con PBS cada vez repitiendo el paso de centrifugacion. Después
del lavado final, se aspir6é y descarto6 el sobrenadante y se resuspendié la pastilla
en amortiguador de carga Laemmli 2x (Tris HCI 125 mM, SDS 4%, glicerol 20%,
2- mercaptoetanol 10%, azul de bromofenol 0.004%, pH 6.8), se calentaron por

2-3 minutos a 95 °C y se centrifugaron 1 minuto a 1000 x g.

61



Finalmente las muestras fueron cargadas directamente en un PAGE-SDS
(8-10%) y analizadas por Western blot (siguiendo la metodologia descrita
anteriormente); los inmunoprecipitados fueron revelados con el anticuerpo anti
MDM2 (1:1000, C-18).

8. Localizacion subcelular de Mdm2 por microscopia confocal

Las células se cultivaron en cubre objetos de 8 pozos (25,000 células por
pozo) (Thermo Scientific RockFord, IL, USA) en presencia de 5 6 30 mM de
glucosa y se analizaron a las 24, 48 y 72 horas. Después de los tratamientos,
las células se lavaron con PBS y se fijaron durante 30 minutos a 37 °C con
paraformaldehido al 4%, se realizaron tres lavados con PBS-T. Posteriormente
se permeabilizaron las células con PBS-Triton al 0.3% durante 15 minutos y se
lavaron 3 veces con PBS-T. Después se bloqueé con Bloqueador universal
(Bionex, USA) por 15 minutos a 37 °C y se realizaron los lavados
correspondientes con PBS-T. Las células se incubaron toda la noche en camara
hiameda a 4 °C en presencia del anticuerpo primario contra a-Mdm2 (1:10 en
PBS-T al 1%). Después se lavaron las células con PBS-T y se adiciond el
anticuerpo secundario (anti conejo conjugado con FITC, 1:100), en el mismo
amortiguador por 3 horas adicionales en las condiciones anteriores incluyendo
los lavados con PBS-T. Se continu6 a marcar los ndcleos con la sonda
fluorescente DRAQ-7 (0.3 mM) (Biostatus, Leicestershire, UK), después de
incubar en la oscuridad durante 20 minutos a temperatura ambiente, las
muestras se lavaron tres veces con PBS-T. Al final de este procedimiento a
cada muestra se le afadio 3 pl del medio de montaje VECTASHIELD para
preservar la fluorescencia (Vector Laboratories, San Mateo, California, USA), se
coloco el cubreobjetos, se sellé con barniz de uiias transparente y se procedio al
analisis. Las muestras se examinaron con un microscopio confocal Carl Zeiss,
Axiovert 100 M provisto con un rayo laser de argon/helio/nedn, con el programa
de captura ZEON 2009 (Carl Zeiss, Goettingen, Germany). Para la captura de
imagen se utilizaron el laser de 488 nm y 543 nm asi como filtros de pase corto
(BP 505-530) para FITC vy filtro de pase largo (LP 650) para DRA-Q7. Se
capturaron imagenes de 40X. Los resultados se analizaron utilizando una
representacion con pseudo-color y con el programa de procesamiento digital
Image J 1.45 s..
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9. Andlisis estadistico.

El analisis estadistico se realizd con el paquete estadistico NCSS. Los
resultados se expresan como promedios + DS. Se utilizoé una prueba paramétrica
de comparaciones multiples (ANOVA). La comparacién entre grupos para
encontrar diferencias significativas se realizé con la prueba de Tukey-Kramer.
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X. RESULTADOS

1. Las concentraciones altas de glucosa inducen ap  optosis en las células
RINmM5F

Las células RINm5F se cultivaron en un medio que contenia 5 6 30 mM
de glucosa durante 24, 48 y 72 h para evaluar el efecto de la concentracion de
glucosa sobre la supervivencia celular. La apoptosis se determiné mediante el
andlisis de fragmentos oligonucleosomales del DNA de aproximadamente 200
pares de bases, caracteristica distintiva de la muerte por apoptosis. El analisis
electroforético del DNA proveniente de las células RINm5F cultivadas con alta
glucosa exhibié el patrén en escalera a partir de las 48 h. Esta caracteristica no
se observo a las 24 h ni en las células cultivadas con 5 mM de glucosa (Figura
27).
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MP 1 2 3 4

Control 24h 48h 72h

Figura 27. Induccion de apoptosis en células RINm5F por glucosa. Fragmentacion
oligonucleosomal del DNA de las células RINm5F por hiperglucemia. Células RINm5F
cultivadas con altas concentraciones de glucosa durante 24, 48 y 72 h. MP: marcador
de peso molecular. Linea 1: DNA de células RINm5F cultivadas con 5 mM de glucosa
por 72 h. Linea 2, 3y 4: DNA de células RINm5F cultivadas con 30 mM de glucosa por
24,48y 72 h, respectivamente. Esta figura representa 3 experimentos independientes.
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2. La expresion de MDM2 en células RINm5F disminuy e en presencia de

concentraciones altas de glucosa

El andlisis de gPCR reveld que las concentraciones altas de glucosa (30
mM) disminuyen la expresion de Mdm2 a partir de las 4 horas de tratamiento y
gue este decremento contindia hasta las 72 horas, siendo significativo (p<0.05) a
partir de 8 horas de tratamiento, resultando en un efecto negativo de las altas

concentraciones de glucosa sobre el RNA mensajero de Mdm2 (Figura 28).

1.20E+00
1.00E+00
1.00E+00

0.89
8.00E-01 0.67
o 6.00E-01 0.53
e
©
= 4.00E-01 0.35
2 00E-01 I Oi 0.16
0.00E+00 i i i i .

Ctrl 4hrs. 8hrs. 16hrs. 24 hrs. 48hrs. 72hrs.

Radio Normalizado del RNAmM de

5mM 30 mM

Figura 28. Efecto de la glucosa (5 6 30 mM) sobre | a expresiéon de Mdm2. Analisis
de la expresion de Mdm2 por gPCR (quantitative polymerase chain reaction) en células
RINmMS5F cultivadas con 5 6 30 mM de glucosa durante 4, 8, 16, 24, 48 y 72 h. Los
valores representan el promedio + desviacion estdndar de 3 experimentos

independientes.
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3. Efecto de las concentraciones altas de glucosa sobre la concentracion
de MDM2 en células RINm5F

Los resultados del Western blot, demuestran que en las células RINm5F
cultivadas con alta glucosa la concentracion de Mdm2 disminuye
progresivamente a partir de 24 h y hasta 72 h en la fraccién citosélica. Un
comportamiento similar se observd en la fraccidon nuclear, sin embargo con el
analisis densitométrico, solo se observaron diferencias estadisticas (P < 0.05) en

la fraccidn citosolica con respecto al control (Figura 29 y 30).
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Figura 29. Efecto de la glucosa (5 6 30 mM) sobre M dm2 total en la fraccion
citosélica. Western blot y analisis densitométrico de Mdm2 en la fraccién citosolica de
células RINm5F cultivadas con 5 6 30 mM de glucosa durante 24, 48 y 72 h. Los valores
representan el promedio + desviacion estandar de 3 experimentos independientes.
ANOVA; *p 0.05 vs Control.
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Fraccion Nuclear
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Figura 30. Efecto de la glucosa (5 6 30 mM) sobre M dm2 total en la fraccion
nuclear. Western blot y analisis densitométrico de Mdm2 en la fraccion nuclear de
células RINm5F cultivadas con 5 6 30 mM de glucosa durante 24, 48 y 72 h. Los valores

representan el promedio + de 3 experimentos independientes.
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4. Las concentraciones altas de glucosa inducen |  a fosforilacion de ser
166 de MDM2 en células RINmM5F.

Con el propdésito de saber si el estrés generado por altas concentraciones
de glucosa (30 mM), tienen algun efecto sobre la fosforilacion del residuo Serl66
se llevd a cabo el andlisis por Western blot. Los resultados obtenidos muestran
que en la fraccidn citosdlica de las células RINmM5F, la fosforilacion de Serl66 se
incrementa significativamente (P < 0.05) a partir de 24 horas siendo mas
evidente a las 72 horas de tratamiento. En la fraccién nuclear no se observaron

diferencias significativas en la fosforilacion de Mdm2 (Figura 31y 32).
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Figura 31. Efecto de la glucosa sobre la fosforilac  i6n de Mdm2 en la fraccion
citosdlica. Western blot y analisis densitométrico de la fosforilacion en serina 166 de
Mdm2 en la fraccion citosélica de células RINm5F cultivadas con 5 6 30 mM de glucosa
durante 24, 48 y 72 h. Los valores representan el promedio + desviacion estandar de 3
experimentos independientes. ANOVA,; *p 0.05 vs C, 24 and 48h.
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Figura 32. Efecto de la glucosa sobre la fosforilac  ion de Mdm2. Western blot y
analisis densitométrico de la fosforilacion en serina 166 de Mdm2 en la fraccion nuclear
de células RINmM5F cultivadas con 5 6 30 mM de glucosa durante 24, 48 y 72 h. Los
valores representan el promedio + desviacion estdndar de 3 experimentos

independientes.
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5. Relacién entre Mdm2 total y Mdm2 pSer 166

Una vez obtenidos los datos de los analisis de Western blot del efecto de
las altas concentraciones de glucosa sobre la concentracién de Mdm2 total y de
la fosforilacion de Mdm2 en el residuo de serina 166, se obtuvo el cociente de la
relacion Mdm2 pSerl166/ Mdm2 total de las fracciones citosélicas y nucleares.
En la fraccion citosolica se observa un aumento de la fosforilacion a las 48 horas
y esta se incrementa de forma significativa a las 72 horas con alta glucosa (30
mM) con respecto al control (5mM) (P < 0.01). En cuanto a la fraccion nuclear,
el incremento en la fosforilacion no fue estadisticamente significativo en ninguno

de los tiempos estudiados (Figura 33 y 34).
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Figura 33. Relacion entre Mdm2 fosforilada y Mdm2t  otal de la fraccion citosolica.

Western blot y Andlisis densitométrico de la relacion Mdm2 fosforilada en serina 166 y
Mdm2 total de la fraccion citosdlica de células RINm5F cultivadas con 5 6 30 mM de
glucosa durante 24, 48 y 72 h. Los valores representan el promedio + desviacion

estandar de 3 experimentos independientes. ANOVA; *p 0.05 vs C, 24 and 48.
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Fraccion Nuclear
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Figura 34. Relacion entre Mdm2 fosforilada y Mdm2 t  otal de la fraccion nuclear.
Western blot y analisis densitométrico de la relacion de Mdm2 fosforilada en serina 166
y Mdm2 total de la fraccion nuclear de células RINm5F cultivadas con 5 6 30 mM de
glucosa. Los valores representan el promedio + desviacion estandar de 3 experimentos
independientes.
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6. Efecto de las concentraciones altas de glucosa sobre la distribucion
intracelular de Mdm2.

El resultado del andlisis de la distribucion intracelular de Mdm2 en células
RINmM5F cultivadas con alta glucosa y a diferentes tiempos, se observa en la
figura 41. La presencia de Mdm2 en el citoplasma incrementa a las 24 y 48 h
con respecto al control. A las 72 h se observo una reduccién de la presencia de
Mdm2 en el citoplasma. Este evento no se observé en las células cultivadas con

5 mM de glucosa (Figura 35).
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Figura 35. Efecto de la glucosa sobre la distribuci  6n de Mdm2. Analisis de la
distribucion intracelular de Mdm2  por inmunofluorescencia en células RINmM5F
cultivadas con 5 6 30 mM de glucosa durante 24, 48 y 72 h. Los valores representan el
promedio + desviacion estandar de 3 experimentos independientes. ANOVA; *p 0.05 vs

Control.
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7. Andlisis de inmunoprecipitacion de p53 contra Mdm2.

Con el proposito de saber si las altas concentraciones de glucosa (30 mM)
afectan la interaccibn entre p53 y Mdm2, realizamos un estudio por
inmunoprecipitacion de estas proteinas. Los resultados muestran que en la
fraccion citosdlica a partir de 24 horas de tratamiento con 30mM de glucosa, hay
un incremento de la interaccion de p53 con Mdm2 con respecto al control y se
hace mas evidente a 48 h, sin embargo es hasta las 72 horas que es
estadisticamente significativo (P < 0.05) (Figura 37). En la fraccion nuclear se
observa un aumento de la interaccion de p53 con Mdm2 con respecto a su
control (5mM), sin embargo este efecto se reduce a las 48 y 72 horas de

tratamiento, estos resultados no poseen relevancia significativa (Figura 36 y 37)
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Figura 36. Efecto de la glucosa sobre la asociacion entre p53 y Mdm2 de la
fraccion citosdlica.  Inmunoprecipitacion (IP) de p53 y western blot con Mdm2 en la
fraccion citosolica de células RINm5F cultivadas con 5 6 30 mM de glucosa durante 24,
48 y 72 h. Los valores representan el promedio + desviacion estandar de 3
experimentos independientes. ANOVA,; *p 0.05 vs C, 24 y 48h.
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Figura 37. Efecto de la glucosa sobre la asociacion entre p53 y Mdm2 de la
fraccion nuclear. Inmunoprecipitacion (IP) de p53 y western blot con Mdm2 en la
fraccion nuclear de células RINm5F cultivadas con 5 6 30 mM de glucosa durante 24, 48

y 72 h. Los valores representan el promedio + desviacion estandar de 3 experimentos.
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8. Las concentraciones altas de glucosa inhiben la ubiquitinacion de p53.

La funcién de MDM2 es ubiquitinar a p53, por lo que después de analizar
la interaccion de p53 con MDM2, quisimos comprobar que MDM2 estuviera
adicionando ubiquitina a p53. Con este propdsito realizamos la
inmunoprecipitacion de p53 y el western blot se reveld con un anticuerpo contra
ubiquitina y para determinar si el tiempo tenia algun efecto sobre la
ubiquitinacion de p53, realizamos el estudio a tiempos mas cortos. En la
fraccion citosolica se observé que a partir de 4 y 6 horas de tratamiento con
30mM de glucosa la interaccién entre p53 y ubiquitina disminuye con respecto al
control, a partir de 8 h la sefal se pierde completamente (P < 0.05). Un
comportamiento similar se observo en la fraccion nuclear, sin embargo la sefal
persistid hasta las 16 h tiempo a partir del cual se inhibe la interaccion entre p53

y ubiquitina, siendo significativos estos datos (Figura 38 y 39)
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Figura 38. Efecto de la glucosa sobre la ubiquitina  cidon de p53 en la fraccion citosdlica.
Inmunoprecipitacién (IP) de p53 y western blot con ubiquitina en la fraccion citosoélica de
células RINm5F cultivadas con 5 6 30 mM de glucosa durante 2, 4, 8, 16, 24, 48y 72 h.
Los valores representan el promedio + desviacion estandar de 3 experimentos. ANOVA;
*p 0.05vs C, 2y 4 horas.
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Fraccion Nuclear
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Figura 39. Efecto de la glucosa sobre la ubiquitina  cién de p53 en la fraccion
nuclear. Inmunoprecipitacion (IP) de p53 y western blot con ubiquitina en la fraccion
nuclear de células RINm5F cultivadas con 5 6 30 mM de glucosa durante 2, 4, 8, 16, 24,
48 y 72 h. Los valores representan el promedio + desviaciobn estdndar de 3
experimentos. ANOVA; *p 0.05 vs C y 2 horas.
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Xl. Discusion

En el pancreas se localizan los islotes de Langerhans constituidos
principalmente por las células B, las cuales se encargan de sintetizar y secretar
insulina en respuesta a la glucosa que circula en el torrente sanguineo. Asi
mismo las células 3 tienen la particularidad de responder a pequefios cambios
en la concentracion de glucosa y adaptar la secrecion de insulina. Sin embargo,
durante el desarrollo del sindrome metabdlico, resistencia a la insulina, obesidad
y diabetes mellitus tipo 2,las células B incrementan la secrecion de la insulina,
lo que conduce a un estado de hiperinsulinemia y resistencia a la insulina. Con
el tiempo el estimulo constante sobre las células B, conduce al deterioro
progresivo de la masa celular y disminucion de la sintesis y secrecion de
insulina, lo que conduce a un estado de hiperglucemia cronica. La hiperglucemia
genera la activacion de los mecanismos que incrementan la tasa de apoptosis de
las células (3. Hay estudios que proponen que el efecto de la hiperglucemia sobre
las células 3 depende del tiempo de exposicion y del acervo genético de estas
células. A pesar de que existe el debate sobre los efectos de la hiperglucemia
sobre la proliferacion y la apoptosis de las células B pancreaticas, se tienen las
suficientes evidencias en las que el estado de hiperglucemia crénica dafan la
funcién de las células B e inducen la muerte por apoptosis (Roche, 2003). Butler
et al, (2003) reportd que la masa de las células 3 estaba reducida en personas
obesas y delgadas que presentaban diabetes tipo 2 en comparacion con
personas no diabéticas. Otros estudios han demostrado que esta disminucion en
la masa de células [ pancreaticas también se presenta en personas con
alteraciones de la glucosa en el ayuno, lo que trataria de explicar a la apoptosis
de la célula B como un evento temprano en el desarrollo de DT2 (Giorgino et al.,
2005). Por lo tanto, la reduccién en el numero de las células B pancreaticas
durante los estados de hiperglucemia se producen por mecanismos apoptéticos.
No obstante aun con todas las investigaciones hechas hasta la actualidad, el
mecanismo exacto por el cual la hiperglucemia interviene como inductor de la
muerte apoptotica de las células B continda desconocido.

Por otra parte cuando los niveles de ERO exceden la capacidad
antioxidante de las células B, se produce “estrés oxidante”, que provoca la

destruccion de los componentes celulares asi como de la mayoria de las
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biomoléculas esenciales. Estos eventos contribuyen al desarrollo y progresion
de la diabetes. La estrecha relacion entre hiperglucemia, sus complicaciones, y
el estrés oxidante se ha demostrado en pacientes diabéticos (Ceriello 1997,
Evans 2002).

Ademas se sabe que las células 3 son particularmente susceptibles a los
dafios provocados por estrés oxidativo. La exposicion in vivo de células  a un
ambiente oxidante generado por hiperglucemia crénica, resulta en la disrupcion
de la funcion mitocondrial. EIl tratamiento con alta glucosa de células RINm5F
incrementa el flujo de electrones a través de la cadena respiratoria mitocondrial y
la produccion de ERO que pueden inducir dafio al DNA de estas células (Ortega
et al.,, 2006). Otro estudio realizado por Dypbukt et al (1994), con células
RINmM5F expuestas a dimetoxinaftoquinona (DMNQ), un inductor de anién
superéxido, demostr6 que a concentraciones de 10 pM, estimulaba su
proliferacion pero al aumentar la concentracién (30 uM), provocaba apoptosis.
Se sabe que las endonucleasas responsables de la fragmentacion
oligonucleosomal del DNA son dependientes de ERO. Estos estudios estan de
acuerdo con nuestros datos, donde observamos que las células cultivadas por
periodos largos (24 a 72 horas) con una concentracion alta de glucosa (30mM)
presentan fragmentacion de su DNA y muerte por apoptosis.

Como se menciono previamente, la mitocondria tiene un papel clave en la
apoptosis, debido a que almacena en su espacio intermembranal activadores y
efectores de muerte celular. Durante la fase de ejecucién, debido a la
permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial y la alteracion del
potencial de membrana (AY,). Ademas se puede observar la translocacion de
proteinas de sefalizacion y moléculas efectoras entre nucleo, citoplasma y la
mitocondria, entre ellas Bax (Zong et al.,, 2001), AIF (Susini et al.,, 1999) y
endonucleasa G (Wang, 2001). La movilizacion de proteinas proapoptéticas
hacia la mitocondria promueve la disfuncion de este organelo. Dentro de las
proteinas proapoptoéticas que se trasladan hacia la mitocondria y que inducen su
disfuncion se encuentra: p53 (Moll y Zaika 2001), que interacciona con BclIXL
(miembro de la familia Bcl2) y promueve la liberacion de los factores proteicos
pro apoptéticos como citocromo c, factor inductor de apoptosis (AIF) y
Smac/diablo hacia el citosol (Mihara et al 2003). La participacion de p53 en la

apoptosis de miocitos cultivados con altas concentraciones de glucosa fue
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propuesta por Fiordaliso et al (2001). Keim et al 2001 también presentd que las
altas concentraciones de glucosa inducian la expresion de p53 iniciando la
cascada apoptética por medio de la activacion de Bax en blastocitos de raton.
Ortega et al 2006, demostré que el estrés oxidante producido por hiperglucemia
desencadenaba el mecanismo de induccién de la apoptosis de las células B
pancreaticas a través de la movilizacion de la proteina p53 desde el citosol hasta
la mitocondria aunado a cambios asociados al potencial de membrana
mitocondrial.

La expresion de p53 también se induce por estrés oxidante (Chen et al.,
1998) y esta proteina puede inducir la produccion de ERO (Hussain et al., 2004)
a través de la activacion de genes relacionados con el metabolismo de estos
radicales (Polyak et al., 1999; Macip et al., 2003). La diabetes al generar estrés
oxidante suprime la degradaciéon de p53 permitiendo su acumulacion y un
incremento anormal de la apoptosis celular en tejidos normales afectando
negativamente la salud.

La cantidad de proteina p53 en las células esta determinada
principalmente por la velocidad a la que se degrada, en lugar de la velocidad a
la que se produce. La via mas comun para la degradacion de p53 es la ruta
ubiquitina-26S proteosoma (Kruse JP y Gu W, 2009). La proteina Mdm2 es una
de las enzimas implicadas en el marcaje de p53 con ubiquitinas. Esto es un
proceso de retroalimentacion negativa, la proteina p53 se une a la region
reguladora del gen Mdm2 y estimula la transcripcion de este gen en RNA
mensajero, que luego se traduce en la proteina Mdm2 que se une a p53 y
estimula la incorporacion de los grupos de ubiquitina al carboxilo terminal de
p53, que a continuacién es degradada. Esto disminuye la concentracion de p53 'y
reduce la transcripcion del gen de Mdmz2, cerrando el bucle de retroalimentacién
y permitiendo que los niveles de p53 aumenten de nuevo (Ito A., et al., 2001). En
nuestro estudio el andlisis de gPCR reveld que en las células RINM5F tratadas
con alta glucosa (30 mM) la expresion de Mdm2 disminuye significativamente a
partir de las 8 horas y continda hasta las 72 horas de tratamiento., lo que nos
permite demostrar que el efecto hiperglucémico tiene un resultado negativo a
nivel transcripcional sobre la funcion reguladora de Mdm2. En trabajos previos
se ha descrito que en la region amino de p53, los residuos de leucina 22 y

triptéfano 23 son criticos para la regulacion transcripcional de Mdmz2, por lo que
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tampoco podria descartarse que las condiciones de alta glucosa estuvieran
alterando la union de estos aminoacidos afectando la transcripcion de Mdm2 (Lin
et al., 1994; Kussie etal ., 1996)

En este trabajo exponemos que la funcion de proteinas con funcién de
ubiquitina-ligasa como Mdm?2 esta alterada como consecuencia del tratamiento
con alta glucosa. En primer lugar se observa que la concentracion total de esta
proteina dentro de la fraccion citoplasmatica se reduce a partir de 24 h de
tratamiento y este decremento se hizo mas notable a las 72 horas. Cabe sefalar
que la exportacion nuclear de p53 es importante para su degradacion por Mdm2.
El transito continuo de Mdm2 entre el nucleo y citoplasma es esencial para
promover la degradacién de p53, debido a que Mdm2 debe exportar a p53 del
nacleo al citoplasma, y asi dirigirlo al proteosoma 26s (Weikang y Levine, 1999).

Se ha sugerido que la acumulacion sostenida de las proteinas con
modificaciones post-traduccionales como la fosforilacion, acetilacion,
ribosilacion, ubiquitinacién, sumoilacion y glucosilacion causan la apoptosis de
las células B (Kruse y Gu, 2009). Reportes preliminares indican que Mdm2 se
fosforila en respuesta a tratamientos con agentes nocivos para el DNA, y esta
fosforilacién inhibe el reconocimiento de anticuerpos monoclonales especificos,
dando la impresion de que los niveles de Mdm2 estan reducidos (Inoue et al.,
2001). En este trabajo presentamos que la disminucion de Mdmz2 en citoplasma
esta ligada al incremento de la fragmentacion del DNA de las células RINm5F.
Se sabe que en células con DNA dafado la vida media de Mdm2 esta reducida,
por lo que es poco probable que la interaccion entre Mdm2 y p53 ocurra, ya que
bajo condiciones dafiinas Mdm2 puede pasar la mayor parte de su existencia en
procesos relacionados con su propia ubiquitinacién y degradacién regulada por
el proteosoma (Stommel y Geoffrey., 2004). Como se sefialé anteriormente el
dafio provocado por el tratamiento con alta glucosa afecto negativamente el
DNA, ademas de reducir la vida de Mdm2 al producir su propia degradacién. La
desestabilizacion de Mdm2 en células que presentan dafios en el DNA, requiere
de su propia actividad de ubiquitina ligasa. Mdm2 es de las ubiquitinas E3
ligasas que catalizan la ubiquitinacidon tanto de sus sustratos como de ellas
mismas (Fang et al., 2000; Honda y Yasuda, 2000). Debido a que estas enzimas

regulan su propia degradacion, tienen que existir los mecanismos que atendan
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esta funcién, para asegurar que las ubiquitinas E3 de vida corta sean lo
suficientemente estables para garantizar el acceso a sus sustratos.

Cuando Mdm2 se encuentra en bajas concentraciones, su actividad de E3
ligasa cataliza la monoubiquitinacion de p53. La monoubiquitinacion favorece la
exportacion nuclear de p53. En cambio, si p53 es poliubiquitinada se degradada
por el proteosoma en ausencia de estrés celular (Shiy Gu., 2012). Es claro que
el estrés generado por las condiciones altas de glucosa disminuyé la
concentracion de Mdm2 en las células RINm5F, favoreciendo la
monoubiquitinacion de p53 para su exportacion nuclear y asi intervenir en la
cascada de muerte apoptoética intrinseca en lugar de ser poliubiquitinada para su
posterior degradacion.

No obstante en este trabajo observamos que no toda Mdm2 se degradd
por el tratamiento con alta glucosa, y la cantidad de proteina restante se fosforilo
en el residuo de serina 166 de forma dependiente al tiempo. Se sabe que el
estrés oxidante induce la fosforilacion en serina 166, lo que subsecuentemente
aumenta su actividad de ubiquitina E3 ligasa y la degradacion de p53 (Malmlof et
al., 2007; Al-Anati et al., 2009). Sin embargo, lo que se observa es que las
condiciones de alta glucosa alteran la funcion de Mdm2 como regulador de p53.
Se sugiere en este trabajo que la fraccibn de Mdm2 que resisti6 a la
degradacion, fue usada por las células RINmM5F para activar otras vias
importantes de sobrevivencia, que derivaron en la fosforilacion del residuo de
serina 166 en Mdm2, sin embargo estas fueron abatidas por el probable rol
dominante de p53, volviéndolas ineficientes para protegerse de la muerte
apoptética. Consideramos que la activacion de la porcion que qued6é de Mdm2
es resultado del estrés generado por las condiciones hiperglucémicas, puesto
que las células RINm5F por medio de las vias de supervivencia pretenden
mantener la homeostasis celular y tratan de contrarrestar o inhibir la cascada de
muerte apoptética, como resultado se produce la fosforilacibon de Mdm2 en
serina 166. En la region amino terminal de Mdm2 se encuentran los residuos de
serina 166 y 186, asi como las secuencias de localizacién y exportacion nuclear.
La fosforilacion de Mdm2 en estos residuos es necesaria para inducir un cambio
conformacional, que exhibe la secuencia de localizaciébn nuclear y permitir la
entrada de Mdm2 al ndcleo, ademas de exponer el sitio de union a p53. En este

trabajo observamos, mediante ensayos de inmunoprecipitacion, que Mdmz2,
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ademas de ser fosforilado, también interaccion6 con p53 en la fraccion nuclear
de las células RINm5F. El tratamiento hiperglucémico de las células RINm5F
provoco gue la tasa de asociacién entre Mdm2 y p53, se incrementaran a las 24
horas, sin embargo esta asociaciéon disminuy6 a las 48 y 72 horas. Es probable
que las condiciones de alta glucosa alteren la interaccion entre ambas proteinas,
y permitan que p53 salga hacia el citoplasma para iniciar el mecanismo de
apoptosis. Del mismo modo, se observa en la fraccion citosolica la asociaciéon de
estas dos proteinas, la cual es dependiente del tiempo y la concentracion de
glucosa, sin embargo la muerte de las células RINmM5F continuaba
produciéndose. Estos resultados confirman que las condiciones de alta glucosa
afectan de manera negativa la funcién ubiquitina ligasa de Mdm2, pues la
asociacion entre Mdm2 y p53 es defectuosa, alterando la degradacién de p53
gue produce el mecanismo de muerte por apoptosis. Pero por otra parte estos
resultados, abren la posibilidad de demostrar que la hiperglucemia produce
fosforilaciones con efecto negativo sobre la funcibn de Mdm2. Varios estudios
han observado que multiples factores de estrés pueden reducir los niveles de
Mdm2 mediante mecanismos post-transcripcionales resultando en el incremento
de los niveles de p53 (Alarcén et al, 1999; Ashcroft et al, 2000; Inoue et al, 2001,
Wang et al, 2002), un ejemplo es el efecto negativo de la fosforilacion sobre la
funcién de Mdm2 como ubiquitina E3 ligasa .

Las proteinas poliubiquitinadas son blanco para el proteosoma 26S ya
que las cadenas de poliubiquitinas dirigen a las proteinas al proteosoma para
iniciar el proceso de degradacion. Sin embargo la poliubiquitinacion de p53, no
es suficiente para producir su eliminacion. A pesar de que Mdm2 se una con
p53, esta interaccién no es suficiente, pues el mecanismo para que p53 sea
poliubiquitinada depende de otros dominios que componen a Mdm2. Se ha
reportado que la desestabilizacion de Mdm2 es mediante la fosforilacion en
multiples sitios localizados en otros dominios de la estructura de Mdm2 (Michael
y Oren, 2003; Stommel y Geoffrey., 2004; Kulikov et al, 2010).

La existencia de un mecanismo por el cual Mdm2 es desestabilizado en
condiciones de hiperglucemia, implicaria la existencia de un interruptor
dependiente del estrés. Este interruptor podria estar dentro del dominio RING,
este dominio se localiza en la region carboxilo terminal de Mdm2 y contiene

secuencias consenso ricas en cisteinas que forman 2 sitios intercalados de
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union a zinc (Fang et al, 2000). La estructura del dominio RING reune al sitio
activo de E2 y al aceptor de lisinas del sustrato. Las mutaciones en los residuos
claves de cisteina que comprenden los sitios de unién a zinc anula la actividad
intrinseca de ubiquitina E3 ligasa de Mdm2, por lo tanto la funcion de ubiquitina
de Mdm2 es dependiente del dominio RING localizado en la region carboxilo
terminal. Ranaweera y Yang (2013) expusieron que el dominio de RING de
Mdm?2 es el regulador maestro de p53, debido a que este dominio etiqueta a p53
para su degradacion proteosdmica, restringiendo su actividad potencial y
permitiendo la sobrevivencia y proliferacion celular.

En investigaciones recientes se han identificado diversos sitios de
fosforilacion cerca del dominio RING de Mdm2 y han demostrado que después
de bloquearlos se generan un Mdm2 constitutivamente muy activo que pudo
prevenir la estabilizacion de p53 después del dafio al DNA (Cheng et al., 2011).
En nuestro trabajo observamos que las condiciones hiperglucémicas
probablemente pudieron inducir la fosforilacion sobre el domino RING de Mdm2
y evitar la ubiquitinacion de p53. Cheng et al (2009), demostré que en ausencia
de estrés, el dominio RING de Mdm2 forma dimeros u oligdmeros que reclutan
multiples moléculas de E2. Este proceso incrementa la capacidad de
procesamiento de la reaccion de elongacion de la cadena de ubiquitina,
resultando en la poliubiquitinacién y degradacion de p53. De esta forma el estrés
generado por el tratamiento con alta glucosa pudo fosforilar a Mdm2 anulando su
capacidad para poliubiquitinar a p53, al prevenir la oligomerizaciéon del dominio
RING de Mdm2.

Nuestros resultados nos permiten sugerir que si las concentraciones altas
de glucosa afectaron de forma negativa al dominio RING de Mdm2 también
pudieron alterar al Dominio Central Acido de Mdm2. Este dominio también
presenta multiples sitios de fosforilacién ricos en serinas que son modificados
constitutivamente en ausencia de estrés pero suprimidas por dafio al DNA. Se
ha observado que en mutaciones en los sitios de fosforilacion del dominio central
acido inhibe la degradacion de p53 sin anular su ubiquitinacion (Inuzuka et al.,
2010). Asi mismo en estudios recientes se ha demostrado que los sitios de
fosforilacion del dominio central acido de Mdmz2 interaccionan con la subunidad
reguladora 19S del proteosoma, permitiendo que Mdmz2 libere a p53 ubiquitinada
para su degradacion por el proteosoma (Kulikov et al., 2005). Por lo tanto el
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dominio central asiste a la poliubiquitinacion de p53, pero si el estrés producido
por las condiciones hiperglucémicas dafaron al DNA, es muy probable que los
sitios de fosforilacion de este dominio hayan sido suprimidos impidiendo la
poliubiquitinacién y degradacion de p53.

La ubiquitina es una pequefia proteina que aparece naturalmente en
células eucariontes. Su funcion es marcar otras proteinas para su destruccion.
Este proceso se conoce como protedlisis. Varias moléculas de ubiquitina se
anclan a la proteina que van a eliminar para dirigirla hacia el proteosoma.
Diversos estados patolégicos estan asociados con aberraciones del mecanismo
de ubiquitinacion, y se clasifican en 2 categorias: (a) los que resultan de la
degradacion acelerada de la proteina blanco y (b) los que resultan de la pérdida
de la funcién de las enzimas del sistema ubiquitina-proteosoma. La diabetes tipo
2, podria clasificarse en esta Ultima categoria ya que una hiperglucemia crénica
podria alterar a las ubiquitinas en las células . En nuestro estudio establecemos
que la alta glucosa incapacita a la ubiquitina para anclarse a p53 y por lo tanto
se produce la muerte apoptotica de las células RINm5F. Estudios recientes han
descubierto que la ubiquitinacidon puede ser revertida por cisteinas proteasas
desubiquitinadoras, las cuales regulan la actividad de proteinas especificas
celulares mediante la escision de la ubiquitina. Por ejemplo, se ha sefialado que
en cardiomiopatia dilatada humana, las concentraciones de p53 se encuentra
elevadas y se asocia con desregulacion de los componentes del sistema
ubiquitina-proteosoma, debido a que p53 es rescatada de la ubiquitinacion y la
subsecuente degradacion proteolitica, por alteraciones de las enzimas que
componen al sistema ubiquitina-proteosoma (Birks et al., 2008). Mediante el
ensayo de inmunoprecipitacion observamos que la interaccion entre p53 y
ubiquitinas fue disminuyendo en ambas fracciones (nuclear y citosoélica) a partir
de las 8 horas de tratamiento con alta glucosa hasta casi desaparecer a las 72
horas. En conjunto, estos resultados nos permiten demostrar que el efecto
hiperglucémico es negativo no sélo para Mdm2 sino también para los
componentes del sistema ubiquitina ligasa, en este caso nosotros presentamos
que la interaccion p53-ubiquitina disminuyé al incrementarse el tiempo de
tratamiento con alta glucosa, probablemente porque el efecto hiperglucémico
impidié el anclaje de ubiquitinas sobre p53. En condiciones de estrés en las

células RINmM5F, es probable que se acumulen proteinas que tenian que ser
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degradadas como p53, debido a que las ubiquitinas encargadas de marcarla
para su degradacion, estan incapacitadas para esta funcion, incrementando la
susceptibilidad de las células RINm5F al mecanismo de muerte celular.

Se ha demostrado que el tratamiento con alta glucosa no altera la
transcripcion de p53 sino que su estabilizacion y movilidad depende de
modificaciones post-traduccionales como las fosforilaciones que ademas de
impedir su degradacién incrementan su actividad biologica. Las fosforilaciones
pueden afectar tanto a la regibn amino (se ha observado en el citosol que esta
fosforilacién ha sido relacionado con la transcripcion de Bax) (Ito et al., 2004;
Lavin et al., 2006) como la regién carboxilo de p53 (relacionada con la
tetramerizacion, union al DNA, supresion tumoral y apoptosis) (Huang et al.,
1999; Hoogervorst et al., 2006). Por los antecedentes anteriores, es probable
gue el tratamiento con alta glucosa provoque la fosforilacién de residuos de lisina
claves (localizados en la region carboxilo terminal), impidiendo el anclaje de las
ubiquitinas sobre p53 y su reconocimiento por el proteosoma para Su
degradacion e induzca la apoptosis de las células RINm5F. Sin embargo, no sélo
la fosforilacion que protegié a p53 de la ubiquitinacion, es una via para explicar
la incapacidad de las ubiquitinas para ejercer su accion. Es importante sefalar
que la ubiquitinaciéon es un mecanismo dependiente de ATP. En condiciones de
hiperglucemia, el incremento de los niveles de ATP de las células (3 inducido por
glucosa esta suprimido debido al desacoplamiento mitocondrial y al mal
funcionamiento de los canales Karp. Por lo tanto si hay un decremento de ATP,
las ubiquitinas son incapaces de condensar los residuos de glicina de su region
carboxilo terminal con los residuos de lisina de p53.

Por otra parte se ha demostrado que los efectos de la hiperglucemia
sobre el sistema ubiquitina-proteosoma produce resultados contradictorios. Se
ha reportado que los altos niveles de glucosa permiten una actividad acelerada
del proteosoma mientras que otros sefialan que su funcidbn se altera en
patologias como diabetes y arteriosclerosis (Queisser et al., 2010). El
proteosoma 26S se compone de la subunidad catalitica 20S, la cual desempefa
tres tipos de actividades proteoliticas: tripsina, quimiotripsina y peptidil glutamil
con actividad parecida a la de caspasa. Ademas posee una o dos subunidades
reguladoras 19S. Estas subunidades reguladoras controlan la entrada de las

proteinas al nucleo catalitico de la subunidad 20S (Birks et al., 2008). En nuestro
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trabajo hipotetizamos que el sistema ubiquitina-proteosoma pudo estar abatido
por las condiciones altas de glucosa, debido a la produccién excesiva de
proteinas aberrantes o citotdéxicas que afectaron la capacidad degradativa del
proteosoma, y por lo tanto impidieron la degradacion de p53. Se ha reportado
que la glicacidon de proteinas tiene un efecto inhibitorio sobre la ubiquitinacion
debido a que ambas modificaciones ocurren sobre los residuos de lisina. En
investigaciones previas se han sefialado que los productos de glicaciéon
avanzada (AGES, por sus siglas en inglés) influyen sobre la degradacion
proteolitica a través de la disminucion de la actividad de catepsina, lo que
sugiere que las AGEs afectan la proteolisis de proteinas. Las condiciones de
hiperglucemia intracelulares activa la ruta del Metilglioxal, la cual esta implicada
en la patogénesis y complicaciones de la diabetes. Este reactivo forma aductos
covalentes con residuos de lisina y arginina de proteinas, alterando su funcion.
Es la principal fuente de productos finales de glicacion avanzada intracelulares.
La influencia del metilglioxal sobre la actividad del proteosoma se ha estudiado
en células vasculares endoteliales, en ratones diabéticos Akita Ins2, ratones
diabéticos inyectados con estreptozotocina (STZ) y ratones knockdown GLO1,
donde se demostré que produce modificaciones covalentes en el proteosoma
alterando su funcion, por ejemplo, disminuye la actividad de quimiotripsina del
proteosoma y reduce los niveles de actividad del receptor de poliubiquitinas de la
subunidad 19S (Queisser et al., 2010).

En este trabajo se muestra que en las células RINm5F aumento la sefal
de localizacion de Mdm2 a partir de 24 h, misma que se incrementé de forma
importante a las 48 h sin embargo a las 72 h se redujo ligeramente. La presencia
de Mdm2 en el citosol coincidié con el incremento de la fosforilacion de los
residuos de serina 166 de la fraccion citosolica, estos resultados confirman la
existencia de una fraccion de Mdm2 que resistio a la alteracion de su estructura
o degradacién total producida por la alta glucosa. Este evento nos sugiere un
intento de adaptacion de las células RINm5F para mantener la homeostasis,
probablemente a través de la fosforilacion de serina 166 de Mdm2. No obstante
la ubiquitinacion de p53 por Mdm2 es deficiente, permitiendo que esta proteina
tuviera libre movilizacion intracelular y activara las vias de muerte apoptoéticas.

Ortega et al (2003), demostro en esta misma linea celular que p53 se traslada a
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la mitocondria a las 48 horas de tratamiento con alta glucosa y coincide con el
incremento en el porcentaje de células apoptoticas.

Por otra parte, la hiperglucemia pudo afectar también la sefial de
exportacion nuclear (NES por sus siglas en inglés) de Mdmz2, restringiendo su
ingreso al nucleo, incrementando sus niveles citosolicos, los cuales coinciden
con los resultados del ensayo de inmunofluorescencia. Este evento
probablemente estaria correlacionado con el incremento de muerte apoptética,
ya que Mdm2 estaria inhabilitado para reclutar a p53 nuclear y llevarla a la
degradacion. Asi mismo como se ha descrito en este trabajo, el dafio producido
por el efecto hiperglucémico al DNA de las células RINm5F desestabilizd a
Mdm2, permitiendo el incremento de la actividad de p53. En otros estudios se ha
observado que los diversos tipos de estrés pueden reducir los niveles de Mdm2
a través de mecanismos transcripcionales y post-transcripcionales, resultando en
un incremento de la actividad de p53 y por consiguiente de la muerte apoptotica
(Alarcon et al, 1999; Ashcroft et al, 2000; Inoue et al, 2001; Wang et al, 2002) .

El regulador principal de Mdm2 es la proteina pkB/Akt, y como bien se
sabe presenta propiedades anti-apoptéticas importantes, porque al fosforilar a
Mdm2 protege a las células de la apoptosis inducida por p53. La pkB/Akt induce
la fosforilacion del residuo de serina 166 y 186 de Mdm2 potenciando su
habilidad para degradar a p53 en varios tipos celulares. Estos residuos se
localizan en la proximidad de la Secuencia de Localizacion Nuclear (NLS, por
sus siglas en inglés), por lo tanto la fosforilacion de estos sitios promueve la
entrada de Mdm2 al nucleo. La fosforilacion de Mdm2 por pkB/Akt protege a las
células de la apoptosis ya que promueve la degradacion dependiente de
ubiquitinas. El tratamiento con alta glucosa causo la fosforilacion de serina 166
de Mdmz2, este evento coincidio con los efectos protectores que se le atribuyen a
la glucosa sobre las células (3, en la que la sintesis de proteinas anti-apoptoticas
es estimulada de manera dependiente de tiempo y concentracion de glucosa
(Martens y Pipeleers., 2009), sin embargo nuestros datos demuestran que
aunque Mdm2 se esté fosforilando, el tratamiento con alta glucosa incrementa la
tasa de muerte por apoptosis de las células RINmM5F. Esta respuesta
probablemente esta relacionada con las diferencias de sensibilidad de las
células B a la glucosa. Cada célula que conforma a la poblacién pudo haber

estado en distinta etapa del ciclo celular, una condicién que podria afectar la
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respuesta celular ante diferentes tipos de estrés. Se ha propuesto que las
subpoblaciones de células previenen o revierten la activacion de rutas
apoptéticas (Martens y Pipeleers., 2009), por lo que es muy probable que la
subpoblacién de células que resistid las condiciones hiperglucémicas, activaran
las rutas de sobrevivencia celular como la de pkB/Akt, la cual a su vez produjo la
fosforilacion de serina 166 de Mdm2, sin embargo esto no fue suficiente para
evitar la activacion de las rutas apoptéticas. La muerte celular deriva de la
integracion de diversas sefiales. Otra cinasa involucrada en la fosforilacion de
Mdm2 es ERK 1/2, se ha demostrado en hepatocitos que el estrés oxidante
induce la fosforilacion de serina 166 de Mdm2 por medio de la via MEK 1/2 -
ERK 1/2 (Malmlof et al., 2007) y la inhibicion farmacologica de la ruta ERK/12
induce la apoptosis de células malignas de ovario (Coltella et al., 2006). En
condiciones de hiperglucemia, la fosforilacion de ERK 1/2 disminuye en forma
dependiente al tiempo, lo que afecta la sobrevivencia de las células p (Flores et
al., 2013).

En nuestros resultados demostramos que las células p intentan mantener
la homeostasis la cual se ve condicionada por el ambiente hiperglucémico, por lo
que activan la via ERK 1/2 para inducir la fosforilacion de Mdm2 en serina 166,
sin embargo la transduccién de esta sefial disminuye con el tiempo. Por el
contrario, la activacion de MAP cinasa p38 prevalece, que ademas es
particularmente efectiva por el incremento de ERO generados por la
hiperglucemia, lo que permite la fosforilacion de p53 en la mitocondria (Flores et
al., 2013), y provoca la apoptosis de las células B al neutralizar la accion anti-

apoptotica de Mdm2 .
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XIl. CONCLUSIONES

1. El cultivo de las células RINm5F en condiciones de alta glucosa durante 72 h
induce la muerte por apoptosis, como se demuestra por la fragmentacion

oligonucleosomal del DNA.

2. La apoptosis de las células RINm5F causada por concentraciones altas de
glucosa correlaciona positivamente con la disminucion de la expresion y
concentracion citosélica de Mdm2 y la reducida interaccion de p53 con ubiquitina

a las 72 h de cultivo.

3. Hay una subpoblacién de células RINm5F que resistio a las condiciones
hiperglucémicas y que activo las rutas de supervivencia, esto se confirma con la
fosforilacion de Mdm2 en serina 166 y la interaccion tardia de Mdm2 con p53 a
las 72 h de cultivo sin embargo esto no fue suficiente para evitar la activacion de

las rutas apoptéticas.

En resumen, nuestros resultados demuestran que la disminucion de la expresion
y concentracion citosolica de Mdm2, la reducida interaccion de p53 con
ubiquitina y las vias de sobrevivencia celular debilitadas, forman parte del
mecanismo de induccion de la apoptosis de las células RINm5F, durante el

estado de estrés oxidante provocado por hiperglucemia
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