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RESUMEN

Introduccion. El factor de necrosis tumoral alfa (TNF«) induce la muerte
celular de distintas células transformadas. Este proceso, que median sus
receptores TNFR-I y TNFR-II, puede llevarse a cabo con caracteristicas
apoptéticas o necroticas. En los fibroblastos transformados de ratén L929, la
muerte necrotica que causa el TNFo se asocia a dafio mitocondrial y estrés
oxidativo. Planteamiento del problema. A pesar de la gran cantidad de
literatura que confirma lo anterior, no existen estudios en los que quede claro
si el estrés oxidativo es parte fundamental del proceso citotéxico o
Unicamente la consecuencia final del dafio celular generalizado. Objetivo.
Determinar el papel que el estrés oxidativo juega en la citotoxicidad que causa
el TNFa sobre las células L929. Hipétesis. Esperamos que la temporalidad de
la presencia de las especies reactivas, asi como su comportamiento en clonas
resistentes a la citocina nos indique qué tan cruciales son para que la muerte
ocurra. Materiales y métodos. Para cubrir los objetivos, se trataron las
células L929 con la citocina y se identificaron las especies reactivas de
oxigeno con sondas moleculares como el MTT y el DCF y su correlacion con la
muerte celular. Resultados. Encontramos un estrés oxidativo tardio
detectable por el MTT (presumiblemente causado por superéxidos) y otro
temprano que se detectd por DCF. El andlisis de los datos de la deteccidn del
MTT en distintas condiciones indican una correlacion la muerte de las células
en cultivo y un valor que llamamos indice de estrés oxidativo (MTT
reducido/no. celular, experimento/control). El estrés oxidativo que se detecta
por el DCF no muestra correlacién con la muerte inducida por el TNFa ya que
se presenta indistintamente en las células resistentes y en las sensibles. Por
dltimo, se encontré que la citocina tiene un efecto sobre el ciclo celular que se
manifiesta como citostasis en las células que se encuentran en Go/G; y también
con la acumulacion de las células en la fase S en las células que ciclan de forma
asincronica. Conclusion. Determinamos un valor que denominamos indice de
estrés oxidativo y concluimos que en el modelo de muerte que induce el TNFa
sobre las células L929 existe un umbral en el que a partir de un indice de
estrés oxidativo igual a 2 se inicia la muerte.



INTRODUCCION

El factor de necrosis tumoral

1 Antecedentes historicos

a) Necrosis tumoral

Desde finales del siglo XVIII, los médicos notaban ocasionalmente
que los enfermos de cdncer experimentaban una mejoria cuando padecian una
infeccidn bacteriana severa, incluso en algunos casos, el fumor desaparecia. Un
siglo después, el médico neoyorquino William B. Coley paso de las observaciones
a la experimentacion y utilizé preparaciones que derivé de bacterias gram-
positivas y negativas en el tratamiento de cdncer. Este cirujano fue el primero
en describir la necrosis tumoral que se induce por toxinas bacterianas (Coley,
W. B., 1893; Fiers, W., 1991).

En 1975, Lloyd Old y sus colaboradores (Carswell, E. A. et al, 1975)
retomaron estas observaciones y demostraron que el tratamiento de ratones o
conejos con el bacilo Calmette-Guérin (BCG), al que sigue una inyeccién de
lipopolisacdrido (LPS), producia la liberacion a la circulacién de una proteina
que llamaron factor de necrosis tumoral (TNF). La principal aportacién del
grupo de Old fue demostrar que la actividad necrozante de tumores era un
factor que se derivaba del hospedero y no del bacilo, y proponer que la fuente
principal del factor eran los macréfagos. Ellos observaron también que el TNF
tenia un efecto toxico sobre las células tumorales en cultivo y que en ratones
con sarcoma que se induce con metilcolantreno provocaba una rdpida necrosis

hemorrdgica y regresion tumoral.



b) Caquexia

Otro capitulo de la historia del TNF se escribié a partir de estudios
completamente independientes que condujeron Cerami y sus colaboradores
desde principios de los 80°s. Este grupo tenia interés en identificar el agente
o agentes causales de la pérdida de masa corporal caracteristica de pacientes
con infecciones crénicas o con cdncer, condicidn que se conoce como emaciacion
o caquexia (Beisel, W. R, 1975). Ellos demostraron que una condicién muy
similar a la caquexia se reproducia en ratones que se trataban con endotoxina
bacteriana; ademds, el suero de estos animales podia causar caquexia si se
transferia a un ratén singénico sano, lo que sugeria que la endotoxina inducia la
liberacién de factores enddgenos que promueven este desbalance fisiolégico.
En 1985 aislaron un factor, que producen los macréfagos e inducible por
endotoxina, capaz de suprimir la actividad de la lipoproteina lipasa en la linea
de adipocitos 3T3/L1 (Beutler, B. et a/, 1985a). El factor se llamé caquectina
por su presunto papel en el origen de la caquexia, pero para sorpresa de todos
la secuencia del amino terminal fue altamente homéloga a la secuencia del TNF
humano que se determind pocos meses antes. La caquectinay el TNFa, como se
nombra hoy a esta molécula, representan entonces “dos caras de la misma
moneda” (Beutler, B. et a/, 1985b).

La clonacién del gen y la purificacién de la proteina recombinante se
tradujeron en una verdadera explosion informativa. Se hizo claro que el TNFq,
que originalmente se definié por su actividad antitumoral, ejercia también
distintos efectos sobre las células normales y era mediador de inflamacion y
respuestas inmunes celulares. En estudios experimentales con animales, el
grupo de Cerami encontré que una dosis baja del TNFa recombinante (0.2-0.6
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mg/kg de peso corporal) inducia taquipnea e hipotensién moderadas, mientras
que dosis mds altas (0.6-3.6 mg/kg de peso corporal) inducian taquicardia,
taquipnea, hipotensién y acidosis metabdlica seguidas de necrosis hemorrdgicas
en intestino, pulmdn y otros érganos, lo que llevaba a la muerte (Tracey, K. J.
et al, 1986). Las alteraciones que evoca el TNFa en ratones, ratas y primates
recuerdan al choque séptico o dafio orgdnico miltiple caracteristico de
pacientes con septicemia aguda. Esta es la razon por la que, aunque esta
molécula en combinacion con el interferdn puede suprimir tumores en modelos
animales (Gruss, H. J. y Dower, S. K., 1995), el valor terapéutico del TNFa en

el tratamiento contra el cancer es limitado.

2. Situacion actual

a) TNFa y enfermedad

El TNFa pertenece a una clase de moléculas -similares a hormonas-
llamadas citocinas, que incluye los interferones, interleucinas y los factores de
crecimiento hematopoyético. Estos mediadores polipeptidicos forman una red
compleja de sefales que regulan su propia produccién, y la proliferacidn,
diferenciacion o funcion de casi todas las células de los sistemas
reticuloendotelial, hematopoyético e inmune. Las funciones especificas del
TNFa son variadas e incluso contradictorias sobre diferentes tipos celulares.
En este sentido, ademds de su papel como mediador central del choque séptico
(Beutler, B. et al, 1985c; Tracey, K. J. et al, 1987), esta citocina induce
actividad antiviral (Wong, 6. H. et al, 1988) y muchos tipos celulares
infectados con virus se tornan sensibles a los efectos del TNFa (Czarniecki, C.
W., 1993). Por otro lado, también participa en la regulacion inmune y la



resistencia a varios protozoarios (Wong, 6. H. y Goeddel, D. V., 1986; Malik, S.
y Balkwill, F. R., 1988). Hallazgos recientes indican que las vias de transduccidn
del TNFa que median sus receptores proveen proteccion al hospedero durante
infecciones parasiticas por protozoarios como Lesshmania major, Trypanosoma
cruzi, Toxoplasma gondii y Plasmodium spp. (Derouich-6., D. et a/., 2001).

Asimismo niveles alfos de este factor en suero se implican en la
patogénesis de la malaria cerebral (Grau, 6. E. et al, 1989) y en la destruccién
tisular por inflamacidn (Beutler, B. y Cerami, A. C., 1988).

El TNFa usualmente se produce en exceso en las enfermedades
inflamatorias/autoinmunes crénicas como la artritis reumatoide o la esclerosis
mdltiple. Cuando se induce su sobreproduccion en modelos animales, se
reproducen patologias similares, lo que apoya la idea de que esta citocina juega
un papel importante en su desarrollo. Sin embargo, aunque existen reportes en
los que se describe un efecto protector contra enfermedades reumdticas
mediante el tratamiento con anticuerpos neutralizantes contra el TNFa o la
inyeccion de formas solubles de su receptor en las lesiones reumdticas (Pincus,
T. y Callahan, L. F., 1995), hoy se sabe que el TNFa no es un requerimiento
absoluto para la induccion de enfermedad autoinmune drgano-especifica y que
quizd sélo sea importante durante ciertas fases tempranas de la induccién de
la enfermedad (Campbell, I. K. et al/, 2001). Tanto el TNFa como otras
citocinas inducen osteoclastogénesis (Zhang, Y. H. et al, 2001), lo que lleva a
pensar que quizd el TNFa orquesta la disolucidn tisular y 6sea que ocurre en las
enfermedades inflamatorias como la artritis.

Otro padecimiento inflamatorio con el que se relaciona al TNFa es la
enfermedad de Crohn, que actualmente se trata con terapias antiTNFo con
resultados favorables (Sandborn, W. J., 2001). Actualmente, entre los
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tratamientos mds efectivos se encuentra la talidomida, que inhibe

selectivamente la produccién del TNFa (Bauditz, J. et a/, 2002).

b) Obesidad

A pesar del hecho de que esta citocina se relaciona con muchas de
las anormalidades metabdlicas que se asocian con caquexia, estudios recientes
sugieren que el TNFa también tiene un papel central en la obesidad, ya que
modula el gasto energético, la deposicidn lipidica y la resistencia a insulina.

En modelos de ratones obesos resistentes a insulina, la neutralizacidn
del TNFa en circulacién restaura la captura de glucosa que media la insulina. En
estudios con pacientes obesos se observé una conexién entre niveles del TNFa,
la extensidn de la obesidad y el nivel de hiperinsulinemia (Qi, C. y Pecala, P. H. ,
2000).

Se observa una correlacion entre el nivel de sintesis del TNFo en el
tejido adiposo y el grado de adiposidad. Recientemente se reporté que el alelo
A de un polimorfismo en la regién que flanquea el extremo 5 del gen del TNFa
(6-308A) es mds frecuente en sujetos obesos que en sujetos normales y
también se asocia con un aumento de la expresion de esta citocina en tejido
graso e influye en la masa corporal y la resistencia a insulina (Brand, E. et al. ,
2001) . Una forma del TNFa unida a membrana estd presente en tejido adiposo
y su produccién es claramente mayor en los modelos de obesidad en ratdn, asi
como en humanos obesos (Xu, H. et a/, 2002).

Estudios mecanisticos en cultivo celular sugieren que el TNFa causa
resistencia celular a insulina a través de la regulacién de la sintesis del
transportador 4 de glucosa (Glut4) que responde a insulina, y fambién afecta la
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autofosforilacion del receptor de insulina y del sustrato uno del receptor de
insulina (Coppack, S. W. , 2001).

En conjunto, los resultados de varios experimentos y estudios clinicos
sugieren que el TNFa quizd actia como un regulador auto/pardcrino de la
funcidn del adipocito, lo cual sirve para limitar la expansién del tejido adiposo,
probablemente por induccion de resistencia a insulina, lo cual a su vez causa

perturbaciones metabdlicas (Hube, F. y Hauner, H., 1999).

¢) Organogénesis linfoide

Aunque a la familia de citocinas del TNFa -que incluye también
linfotoxina alfa y beta- se le identificd inicialmente como mediadora de
funciones inmunes efectoras, existe evidencia de que estas moléculas juegan
papeles esenciales en la génesis normal de los érganos linfoides (Boehmer, H.
von, 1997).

Especificamente, los ratones TNFo/TNFo~ (deficientes homdcigos)
presentan resistencia al choque endotéxico, pero también ausencia de foliculos
linfoides en el bazo y de las células dendriticas foliculares maduras. Ademads,
estos ratones no forman centros germinales después de una estimulacion
antigénica (Pasparakis, M. et al, 1996). Al parecer, a diferencia del
homotrimero de linfotoxina alfa (LTa) y del heterotrimero de LTa y LTB, el
TNFa no tiene un papel en la organogénesis linfoide como tal, sino en la
formacidn de estructuras linfoides secundarias (Pasparakis, M. et a/,, 1997). El
conocimiento actual indica que el desarrollo y mantenimiento de las estructuras
linfoides dependen de una compleja interaccion entre el TNFay las LT ay B,

ya que muestran efectos complementarios en la formacion de los centros
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germinales y la presencia de las células dendriticas foliculares ( Wang, Y. et al,

2001).

d) Neuromodulacion

Los resultados de experimentos en los que se bloquean los efectos del
TNFa e IL-1 por diferentes medios, indican que estas citocinas también
participan en la modulacion de las funciones neurales en un organismo
saludable. Hoy se conoce que el TNFa y otfras citocinas alteran la regulacién
del suefio y se involucran en la plasticidad sindptica, la trasmision neural y la
sefializacién por Ca®* (Vitkovic, L. et al, 2000). Esto significa que a sus

funciones hay que sumar ahora un papel como neuromodulador.

3. Descripcion molecular

a) Localizacion y estructura del gen

En humanos, el gen del TNFa (hTNFa) tiene tres intrones (Nedwin, 6.
E. et al, 1985) y se localiza en el brazo corto del cromosoma 6 (cerca del
centrémero, entre 6p21.1 y 6p21.3), contiguo al locus HLA-B en la regién del
complejo mayor de histocompatibilidad (figura 1) (Spies, T. et al, 1989). En el
raton, el contexto cromosomal del TNFa es muy similar; el gen del TNFa
murino se encuentra en el cromosoma 17, cerca del /ocus H2-D, el equivalente
murino de HLA-B (Muller, U. et a/, 1987). Este gen y los que codifican para las
moléculas LTa y LTB se encuentran adyacentes dentro de la region de

histocompatibilidad y presentan un alto grado de similitud entre si.
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Figura 1. Estructura del gen de TNFa humano y localizacién dentro del locus
del complejo mayor de histocompatibilidad en el brazo corto del cromosoma 6.

Los cuatro exones se distribuyen a lo largo de aproximadamente 3 kb de
DNA. Mas del 80% de la secuencia del TNFa maduro se codifica en el cuarto
exon, mientras que los exones I y II codifican casi en su totalidad para la
secuencia del péptido lider, que generalmente se procesa.

La regidn que flanquea el extremo 5' del gen del TNFa contiene, ademds
de una caja TATA y una caja GC, sitios consenso de unién para varios factores
de transcripcién. La secuencia incluye sitios para NF-«xB, ATF-2, c-jun/AP-1,
AP-2, SP-1, Krox-24 y NF-AT, una caja rica en purina (PU.1), un elemento de
respuesta a AMP ciclico (CRE). También estd presente una “caja Y" similar a las
de la clase IT del complejo mayor de histocompatibilidad, que suelen unir
factores que tienen un efecto represor. En macréfagos, la produccion del
TNFa se regula por NF-kB en respuesta al LPS y al propio TNFa (Shakhov, A.

N. et al , 1990) aunque actualmente se conoce que participan muchos otros



Factores transcripcionales. La propiedad de regulacion positiva por el mismo
TNFa es importante para la amplificacion de las respuestas inflamatorias.

A nivel traduccional hay un punto posible de regulacion a cargo de la
secuencia rica en UA que se localiza en la region 3' que no se traduce del RNAm
del TNFa humano. Este elemento afecta el control postranscripcional a través
de la estabilidad del mensajero y la eficiencia de la traduccién (Spriggs, D. F.,
1992). Agentes como la tristetraprolina se unen a las regiones ricas en AU y
promueven la desadenilacion y la desestabilizacion del mensajero del TNFa

(Lai, W. S. et al, 1999).

b) Produccion

El TNFa es una citocina que se produce normalmente en los
fibroblastos, en las células endoteliales y mayoritariamente en los macréfagos
activados, que en el caso del tratamiento con BCG y LPS son las células que la
sintetizan como respuesta. Este factor también se produce en muchas otras
células en pequefias cantidades (tabla 1) y su induccion puede ocurrir a través
de diversos estimulos, como infeccién viral (Aderka, D. et a/, 1986), LPS, TPA
(Aggarwal, B. B. et al, 1985b), citocinas, flujos de Ca®'y especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Valen, 6. et al,, 1999).

Como se menciond antes, el factor de transcripcion NF-«xB influye en la
expresion del TNFa en monocitos que se tratan con LPS, aunque no se tiene
informacion en referencia a otros factores participantes y su mecanismo de
regulacion. Al parecer, la regulacién trascripcional del gen del TNFo no tiene
un papel importante en la sintesis de la proteina; en cambio, su mensajero
sufre un proceso de regulacién que se denomina represion de la traduccion que
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consiste en el control de la cantidad y estabilidad de RNAm antes de que éste
se convierta en proteina en los ribosomas que se asocian al reticulo
endopldsmico. La traduccién del mensajero del TNFa se regula por la cinasa
que se activa por estrés llamada p38, que también controla la estabilidad de
otros mensajeros de proteinas proinflamatorias. La estimulacién de los
macréfagos con LPS estabiliza el RNAm del TNFa y este fendmeno se revierte
al inhibir especificamente a p38. Esta cinasa también controla el recambio del
mensajero, fendmeno que se asocia a la region rica en AU del extremo 3’ que no
se traduce (Brook, M. ef al, 2000). En los macrdfagos, luego de la sefial
extracelular adecuada, el RNAm para el TNFa puede incrementarse hasta 100
veces y la biosintesis hasta en 10,000 veces, gracias a la habilidad para hacer
que el RNAm existente se estabilice y se traduzca en proteina. Cuando la sefial
extracelular concluye, se reinicia la represién de la traduccién que conduce a
un rdpido declive en la tasa de biosintesis del TNFa.

La conversién de la forma transmembranal del TNFa a la forma soluble
es un proceso que se regula estrictamente y ocurre por un corte proteolitico
entre la Ala76 y la Val77 del péptido sefal, por una metaloproteinasa
membranal llamada TACE (por TNFa-converting enzyme) (Mohan, M. J. et al,
2002). Los mediadores de la activacién de los monocitos aumentan la tasa de
conversion del TNFa, y se sabe que esto lo regulan las cascadas de cinasas
(Black, R.-A., 2002). Algunos estudios recientes identificaron a TACE como
sustrato de la cinasa que se regula por las sefales extracelulares (Erk) y
también mostraron que tanto la fosforilacion de TACE en la treonina 735,
como su interaccion con Erk son importantes para la regulacién de su actividad,
probablemente durante el proceso de maduracion de TACE (Diaz-Rodriguez, E.
et al, 2002).
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Tabla 1. Produccién y presencia del TNFo en humanos.

Fuentes principales Monocitos/macrofagos estimulados!, fibroblastos? y

in vivo células endoteliales®

Células que lo Linfocitos T¢ y B®, granulocitos®, neutrodfilos’,
producen después de |eosindfilos®, condrocitos®, osteoblastos™, células
estimulacion o bajo mastoides”,  células  gliales®?,  adipocitos®,
ciertas condiciones cardiomiocitos ", queratinocitos®™ y miocitos de

mdsculo esquelético’ _

Fluidos corporales en |Liquido  cerebroespinal”, leche humana® vy
que se detecta transitoriamente en suero al inicio del choque
séptico®

ISweet, M. J. y Hume, D. A., 1996; 2Havell, E. A. y Rogerson, B. J., 1993: 3Shanahan, W. R, Jr, e# al, 1989;
*Romagnani, S., 2000; ®pistoia, V.y Corcione, A., 1995; °Peters, P. M. ef al, 1986; "Van Dervort, A. L. ef al.,
1994; Molet, S. et al, 1998; *Shinmei, M. et al, 1991; “°Marie, P. J. et al, 1993 ; "Galli, S.J. et al, 1993 ; **Pan, W.
et al, 1997 ; BcCoppack, S. W. , 2001 ; “Kalra, D. et al, 2002; '®Ansel, J. et al, 1990; 'Li, Y. P.y Reid, M. B.,

2001; YRoss, S. A. et al, 1994 : *®Srivastava, M. D. et al, 1996 :19Pinsky, M.R., 1994,

b) Estructura de la proteina

El cDNA del gen del TNFa codifica para un polipéptido de 17 Kd, con
punto isoeléctrico cercano a 5.6, antecedido por una larga presecuencia de 76
aminodcidos. En el caso de que esta dltima no se procese, el pro-TNFa (26 Kd)
permanece unido a la cara externa de la membrana celular como una
glicoproteina tipo II con el extremo amino en la regidn citopldsmica y el
carboxilo en la extracelular (Massagué , J. y Pandeilla, A, 1993). Los
aminodcidos -44 a -26 de la presecuencia del TNFa comprenden la region
hidrofdbica transmembranal y los residuos -76 a -50 constituyen un dominio

intracitopldsmico. La mayoria de los efectos bioldgicos los lleva a cabo la
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forma procesada (codificada mayoritariamente en el cuarto exdn) que forma un
trimero con una masa molecular total de 52 Kd. La oligomerizacién de la
citocina depende de la concentracién de proteina y al parecer, interacciones
tanto hidrofdbicas como electrostdticas son responsables de su formacién
(Smith, R. A. y Baglioni, C., 1987). Cada subunidad presenta dnicamente un
puente disulfuro y consiste en un "sandwich” que se forma por dos ldminas 8
antiparalelas que se doblan en forma similar a la estructura cristalogrdfica
denominada "jelly roll", caracteristica de las proteinas de las cdpsides virales.
Las subunidades se asocian por empaquetamiento de las ldminas B "canto con
cara" de tal manera que se forma un trimero compacto de forma cénica un poco
mds angosta en la region de los puentes disulfuro y mds ancha en la zona donde
se encuentran los extremos amino y carboxilo de las subunidades (Jones, E. V.
et al., 1989) (figura 2). El pro-TNFa. transmembranal humano también tiene una
estructura trimérica que se ensambla intracelularmente antes de
transportarse a la superficie. La formacion del trimero es un requisito para su
actividad bioldgica, igual que para el TNFa maduro (Tang, P. et al, 1996).

La secuencia primaria del TNFo muestra varios sitios consenso de
fosforilacidn, aunque sélo se reportan efectos que se asocian a la fosforilacion
de la citocina unida a membrana (Watts, A. D. et al,, 1999).

El TNFa forma parte de la superfamilia de ligandos que incluye a FasL
(ligando de Fas), LTa y B, RANKL (ligando de RANK), TRAIL (ligando inductor
de apoptosis relacionado al TNFa) y otros (Smith, C. A., et al, 1994). En el
caso de FasL, CD40L y algunos miembros de la familia de TRAIL se encontré
que activan mecanismos proapoptdticos a través de sistemas de transduccion

semejantes a los que evoca el TNFa (Dempsey, P. W. et al, 2003).
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Membrana
celular

Citoplasma

Figura 2. Esquema de la unidn del trimero del TNFo a sus dos receptores
también triméricos.

4. Receptores

El homotrimero del TNFa se une a dos tipos de receptores, que se
denominan p55 o tipo I'y p75 o tipo II, con afinidades (Kg) muy similares (0.5 y
0.1 nM para el tipo I y IT respectivamente). Estos receptores también pueden
unir a la linfotoxina alfa (también llamada TNF), una citocina, que como ya se
menciond, se relaciona genética, estructural y funcionalmente con el TNFa
(Agarwal, B. B. ef al, 1985). Los dos receptores se encuentran presentes en
todos los tipos celulares que se conocen y su nimero varia entre 100 y 10,000
por célula, lo que implica que la mayoria de las células tiene la capacidad de
responder a esta citocina.

El receptor tipo I (TNFR-I) consta de 434 aminodcidos, con una
estructura tipica para un receptor de superficie celular: una secuencia lider
hidrofdbica y una regién transmembranal que separa los dominios extra e

intracelulares. El receptor tipo IT (TNFR-II) es una proteina transmembranal
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de 439 residuos de aminodcidos (Loetscher, H. et al,, 1990a; Smith, C. A. et al,
1990).

Cada molécula contiene varios puentes disulfuro esenciales para su
actividad. Ambos receptores son glucoproteinas transmembranales de tipo I
(Loetscher, H. et al, 1990b), pero al parecer las glucosilaciones no se
requieren para la union al ligando ni para la induccién de las respuestas
celulares dependientes de la unién ligando-receptor. Tanto el TNFR-I como el
TNFR-II presentan N-glucosilaciones, pero sélo el TNFR-II estd O-
glucosilado. La secuencia primaria del TNFR-I indica la presencia de sitios
consenso de fosforilacion potencial.

Los receptores se autoasocian, por medio de la region PLAD (pre-ligand
binding assembly domain) como homotrimeros, lo que lleva a que el trimero del
TNFa se una a tres moléculas del receptor, una en cada una de las interfaces
entre los monémeros del TNFa (figura 2) (Smith, R. A. y Baglioni, C., 1989). La
union del ligando involucra un rearreglo de estas cadenas preensambladas
(Chan, F. K. et al, 2000). El TNFR-I y el TNFR-II muestran la mds alta
similifud (28%) en su dominio extracelular, el de unién al TNFa, y son
completamente distintos en sus porciones intermembranal y citosolica, lo que
lleva a proponer que activan vias de transduccién distintas. Ningtn tipo de
receptor del TNFa, ni de ninguno de los receptores de la familia del TNFq,
tiene actividad intrinseca de cinasa de residuos de tirosina, serina o treonina.
Después de la union del TNFa al receptor, este complejo se internaliza via
vesiculas cubiertas de clatrina y posteriormente se degrada en lisosomas
secundarios, de tal manera que al parecer se requiere la sintesis de novo para
recuperar los receptores en la membrana celular (Baglioni, C. et al, 1985;
Tsujimoto M. et al, 1985). Este mecanismo de degradacidn de los receptores
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que se ocupan asegura una rdpida desensibilizacion. Si la internalizacién del
ligando es o no un prerrequisito para la induccién de las respuestas celulares al
TNFo adn genera controversias. Un reporte de Smith et a/. (1990) muestra que
el TNFa que se microinyecta tiene actividad citotéxica, lo que significa que
para estas respuestas, los receptores quizd sirvan como transportadores del
ligando, ademds de funcionar como transmisores de la sefial en la membrana.

Ambos receptores pertenecen a una superfamilia -que incluye FAS,
CD40, CD27, RANK y otros (ver tabla 2)- definida por la presencia de dominios
ricos en cisteinas, que forman puentes disulfuro esenciales para su actividad,
que se localizan en el dominio extracelular amino terminal (Bazzoni, F. y
Beutler, B., 1996). Los dominios son pseudorepeticiones de aproximadamente
40 aa que incluyen de 2 a 6 cisteinas (Smith, C. A., ef al, 1994). Algunos de los
miembros de la familia, entre los que se encuentra el TNFR-I, presentan un
dominio de interaccidn proteica que se denomina dominio de muerte (DD, por
death domain). Su nombre se deriva del hecho de que al eliminarse, la
respuesta citotéxica al TNFa o al ligando de Fas se pierde, lo que demuestra la
importancia de esa secuencia en la sefializacion de la muerte de esta familia de
receptores (Ashkenazi, A. y Dixit, V. M. ,1998). Este dominio permite la
formacion de homo y heterodimeros entre las proteinas que lo presentan y se
encuentra en proteinas que no necesariamente participan en la sefalizacién de
la muerte celular (Feinstein, E. et al, 1995).

Mientras el gen para el TNFR-I se expresa constitutivamente en bajos
niveles, la transcripcion del gen del TNFR-II se modula fuertemente por varios
agentes estimulantes. En la regién que flanquea el extremo 5' del gene del

TNFR-II se identificaron sitios de unidn al DNA para algunos factores de
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transcripcion, como Spl, CREB, Yi, YY1 y el elemento que responde al IFNy
(Seitz, C. et al, 1998).

5. Efectos celulares

El TNFa tiene efectos pleyotrdpicos sobre distintos tipos celulares que
incluyen citostasis, citotoxicidad, diferenciacién, desdiferenciacién vy
activacion. Aunque el TNFR-II parece contribuir de forma importante en
varias respuestas de tipos celulares especificos -v. gr. la proliferacién de
linfocitos T (Kim, E. Y. y Teh, H. S., 2001)-, en la mayoria de las células los

efectos inducidos por el TNFa ocurren a través del TNFR-I.

a) Activacion

In vitro, algunos de los efectos mds sobresalientes del TNFa sobre las
células primarias consisten en la activacién de los monocitos periféricos, de las
células de Kupffer y de los astrocitos primarios, asi como de las células
endoteliales y los fibroblastos de lesiones reumdticas; en todos estos casos el
TNFa promueve la expresion de marcadores caracteristicos en estos tipos
celulares durante una respuesta celular inmune o durante la reaccidn
inflamatoria aguda o crdnica. Muchos de los efectos de activacion 7n vitro
parecen reproducir el papel del TNFa en la respuesta inflamatoria /7 vivo

(Libetta, C. et al., 1996).
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Tabla 2. Familia de receptores del TNF-RI y ligandos de la familia del

TNFo (Bodmer, J. L. et al, 2002).

]

Ligando Receptor
RANKL |RANK
TNFoa | TNFR-I, TNFR-IT
LTa TNFR-I, TNFR-II, HVEM
LTalB2 |LTB-R
CD95 | CD95R(Fas, Apo-1)
TRAIL |TRAIL-RI1,TRAIL-RZ,
(Apo2l) | TRAIL-R3. TRAIL-R4
BAFF  |BAFF-R, BCMA, TACI
GITRL |GITR
BLyS BlyS-R
APRIL |BCMA, TACI
CD40L [CD40
CD27L | CD27

DR6

DR3 (TRAMP)
EDA-A1 |EDAR
EDA-A2 | XEDAR
TWEAK [Fnl4

NGFR
LIGHT |[LTB-R, HVEM
CD30L [€D30
4-1BBL [4-1BB
OX40L |OX40
GITRL |[GITR

TROY

RELT




b) Efectos que se asocian a la caquexia y la diabetes

Los efectos /in vitro del TNFa que se relacionan con el fenémeno de
caquexia se estudian primordialmente sobre las células de misculo esquelético
y en adipocitos.

El TNFa puede actuar directamente sobre las células musculares para
estimular la pérdida proteica, una accién que media el factor de transcripcién
nuclear kB (NF-kB). Los pasos intermedios en la sefializacién de la via
TNFo/NF-kB incluyen la estimulacion del TNFR-I y un aumento en la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS por reactive oxygen
species) que se derivan del transporte de electrones mitocondrial. El
tratamiento con el TNFa de miotubos diferenciados estimula, de forma
dependiente del tiempo y de la concentracidn, la reduccion de contenido
proteico total y la pérdida de la cadena pesada de miosina adulta (MHCf) (Li, Y.
P. et al, 1998). El NF-xB parece aumentar la actividad de la via
ubiquitina/proteasoma, que acelera la degradacién regulada de las proteinas
musculares (Reid, M. B.y Li, Y. P., 2001).

En miocitos C2C12 en proceso de diferenciacidn, la activacién del NF-«xB
que induce el TNFa inhibe la diferenciacion muscular y abate el RNAm de
MyoD, uno de los principales factores maestros que controlan la diferenciacion
del musculo esquelético (Guttridge, D. C. et al, 2000).

En otro tipo celular, la linea L6, el TNFa inhibe la diferenciacion
muscular a través de la activacion de caspasas en ausencia de apoptosis. Estos
efectos son dependientes de la expression de PW1 y son independientes de la

activacion del NF-«B (Coletti, D. et a/, 2002).
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En los miocitos primarios los efectos del TNFa incluyen un aumento en la
glucolisis , la degradacion de glucégeno y la utilizacién de fosfocreatina (Lee,
M. D. et al, 1987; Zentella, A. et al, 1993).

En cuanto a sus efectos sobre los adipocitos, el TNFa inhibe la
diferenciacion de sus células precursoras (Petruschke, T. y Hauner, H., 1993).
El TNFo también induce apoptosis /n vitro de los preadipocitos y los adipocitos
humanos (Prins, J. B. et al,, 1997) y el tratamiento con esta citocina por mds de
72 h causa desdiferenciacion de los adipocitos, como se evidencia por la
pérdida de triglicéridos y la regulacion negativa de marcadores especificos. La
activacion del NF-xB en los adipocitos 3T3-L1 es necesaria tanto para la
supresidn, que media el TNFa, de genes especificos del estado diferenciado,
como para la activacién de genes de preadipocitos (Ruan, H. et al/, 2002).

El tratamiento prolongado de adipocitos de rata con el TNFo aumenta la
lipdlisis a través de un mecanismo que se media en parte por la regulacién
negativa de proteinas G inhibitorias (G;) (Botion, L. M. et a/, 2001).

En un efecto que se relaciona directamente con la diabetes, el TNFa
afecta el metabolismo de la glucosa ya que causa un aumento de la
incorporacion basal en las células musculares y una disminucion de la

incorporacion en los adipocitos (Ranganathan, S. y Davidson, M. B., 1996).

c) Efectos antitumorales

El TNFa inhibe la proliferacién de algunas lineas celulares tumorales
(Nakajima, Y. et al, 1995; Engers, R. et al, 1996; Sugarman, B. J. et al., 1985)
y la capacidad de crecimiento clonogénico de celulas que se derivan de tumores
de leucemias (Helseth, E., et al, 1989; Beran, M. et al,, 1988). Asimismo, induce
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citotoxicidad en lineas tumorales como los promielocitos humanos U937 vy la
linea MCF-7, que se derivé de un tumor de mama (Soranzo, C. et al, 1990)
(Flick, D. A. y Gifford, G. E., 1984), asi como en cultivos primarios de las células
cancerosas (Watanabe, N. ef a/, 1985).

Dado que los dos receptores del TNFa se coexpresan en la mayoria de
las células que se analizaron hasta ahora, la multitud de cambios fenotipicos y
funcionales que induce el TNFo, o en su caso, la ausencia de cambios
fenotipicos evidentes, seguramente dependen de una diversificacién de los
mecanismos de sefalizacién posteriores al receptor y a diferencias en el
patron de expresion de las proteinas que participan en los procesos de

transduccion.

6. Senalizacion de la muerte celular

Un hecho llamativo es que en general las células primarias y las lineas
celulares no transformadas son resistentes a los efectos citotéxicos del
TNFa. En lineas celulares transformadas por mutagénesis quimica o
provenientes de tumores, el TNFa puede inducir la muerte celular tanto
necrdtica como apoptdticamente. Entre estas dos formas de muerte existen
diferencias morfoldgicas clave, ya que la apoptosis causa contraccion del
volumen celular, compactacion de la cromatina y fragmentacion de la célula en
pequefias vesiculas fdcilmente fagocitables, mientras que la necrosis involucra
aumento del volumen celular con degeneracion de los organelos y pérdida de la
integridad de la membrana plasmdtica (Kerr, J. F. et al, 1972).

Molecularmente, la apoptosis invoiucra vias evolutivamente conservadas de
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activacion secuencial de un grupo de proteasas que se denominan caspasas,

pero los mecanismos que llevan a la necrosis estan menos definidos.

a) Sucesos proximos al receptor

Como ya se menciond anteriormente, dado que los receptores del

TNFa no tienen ninguna capacidad catalitica para transducir la sefial que se

genera por la union del ligando, deben unir proteinas intracelulares para inducir
la sefializacidn en las células blanco.

La unién del ligando a sus receptores, ambos triméricos, induce el

reclutamiento de varias proteinas de sefalizacion en los dominios citopldsmicos

de los receptores, lo que ocurre de manera extremadamente rdpida y muy

especifica.

I T~er-1x

‘Citoplasma

Membrana
celular

" Citoplasma

Figura 3. Primer paso para la formacién de los complejos de sefalizacién del
TNFR-I que induce el ligando. '
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La proteina SODD es un silenciador de dominios de muerte (DD) que se
une al DD del TNFR-I, cuando no estd presente el TNFa en el medio externo, e
impide la interaccidn de éste con otras proteinas que presentan DD. El SODD -
se disocia del TNFR-I inmediatamente después de la estimulacién con el TNFa
lo que permite que las proteinas activadoras accedan al dominio de muerte del
receptor (Jiang, Y. et al, 1999). La primera proteina que recluta el TNFR-I
(figura 3) es la proteina asociada al dominio de muerte del TNFR-I (TRADD,
por TNFR-I-associated death domain protein), la cual sirve como plataforma
para reclutar al menos tres mediadores adicionales: la proteina 1 de
interaccién con el receptor (RIP1, por receptor-interacting protein), la
proteina asociada al dominio de muerte de Fas (FADD, por Fas-associated
death domain protein) (figura 4) y el factor 2 asociado al receptor del TNF«
(TRAF2, por TNF-receptor-associated factor 2) (Hsu, H, et al, 1996a; Hsu, H,
et al, 1996b). El TRAF2 también se asocia de manera trimérica a través de su
extremo carboxilo y la sobreexpresion del TRAF2 es suficiente para activar
vias posteriores de sefializacién adn en ausencia del TNFa.

La ocupacion del TNFR-II resulta en el reclutamiento directo del
TRAF2, el cual a su vez recluta al TRAFL. Aunque los TRAFl y 2 se
descubrieron originalmente a causa de su reclutamiento por el complejo de
sefializacién del TNFR-II, ni los mecanismos de formacién del complejo del
TNFR-IT activado, ni sus mecanismos de sefalizacién se conocen.

Hasta la fecha se conocen seis diferentes isoformas de los TRAFs,
todas se caracterizan por la presencia de un dominio proteico que se denomina
anille de dedo (ring finger) y por uno o mds dominios llamados dedos de zinc en
el extremo amino y un dominio en la region del extremo carboxilo que es
responsable de la autoasociacion e interacciones proteicas (A-ggarwal, B. B.,
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2000). No todas interaccionan con los TNFR, algunas como el TRAF6 son
indispensables en la transduccién de receptores de la familia de receptores

similares al Toll TLR, como el TLR2 o el TLRA4.

Membrana
celular

TRADD

Figura 4. Interaccion entre los trimeros de la TRADD y la FADD, proceso
indispensable en la sefalizacion de la muerte.

b) Cambios en la expresion génica

Un suceso temprano (minutos) en respuesta al TNFa es la activacidn
del factor transcripcional NF-kB, que promueve cambios en la expresion génica
de las células que se tratan con esta citocina. La sobreexpresion del TRAF2,
molécula que se asocia a la TRADD, provoca la activacién del NF-xB, mientras
que una mutante dominante negativa del TRAF2 bloquea la activacién del
factor de transcripcion que media el TNFR-II (Rothe, M., et a/, 1995).

La activacion del NF-kB, en respuesta al TNFa, implica la fosforilacién
de distintos inhibidores llamados IxB's por un complejo de cinasas denominado
IKK, lo que provoca la ubiquitinacion y subsiguiente protedlisis del inhibidor.
Los IxB's mantienen ocultas las secuencias de destino nuclear del NF-«xB, por lo
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que retienen al factor de transcripcidn en el citoplasma. La degradacién del
inhibidor lleva a la liberacion del factor transcripcional y permite su
traslocacion al ndcleo (Karin, M. y Ben-Neriah, Y., 2000). La activacién del IKK
depende tanto del TRAF2 como de la RIPL; la funcién del TRAF2, que se
sustituye por el TRAF5, consiste en reclutar al complejo IKK (IKKa, By v)
hacia el receptor y parece involucrar la funcion de ligasa de la proteina
ubiquitina en el dominio de anillo de dedo del TRAF2. Dos cinasas membranales
la MEKK1 y la NIK (cinasa inductora de NF-kB), se involucran en hacer llegar la
sefial al complejo IKK. El TRAF2 interactda directamente con la NIK y muy
posiblemente la activa (Malinin, N. L. et al, 1997).

Por otra parte la RIP1 interactia con la subunidad reguladora del
complejo IKK que se denomina IKKy/NEMO, lo que facilita la oligomerizacién
del complejo (Inohara, N. et al/, 2000).

Una vez en el nicleo, la actividad transcripcional del NF-xB puede
modularse a través de fosforilacion por varias cinasas del subgrupo p38 de las
MAPKs (cinasas de proteinas activadas por mitdgeno).

Como parte de una via de transduccion del TNFa para activar al NF-xB
de manera independiente de la activacion del IKK, se involucra a la cinasa de
residuos de serina y treonina Akt, que es el blanco de la cinasa de 3-fosfatidil
inositol (PI(3)K). La importancia de esta via paralela de activacion del NF-«xB
se pone en evidencia al inhibirla, tanto la wortmannina (un inhibidor de la
PI(3)K), como formas dominantes negativas de la PI(3)K o formas de la Akt sin
actividad de cinasa que inhiben la activacion del NF-xB que media el TNFa
(Ozes, O. N. et al, 1999).

Otras moléculas que participan en la regulacion de este proceso son el
I-TRAF y el Statl. El I-TRAF, es una proteina que se une al dominio
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conservado TRAF-C de los TRAFs que se conocen. La sobreexpresién del I-
TRAF inhibe la activacion del NF-«xB que media el TRAF2 (Rothe M. et al,
1996). El Statl interactia directamente con el TNFR-Iy la TRADD. El Statl
actia en la sefalizacion del TNFR-I para suprimir la activacion del NF-xB. Al
unirse directamente al complejo TNFR-I/TRADD/FADD, el Statl previene la
asociacién al mismo del TRAF2 y la RIP (Wang, Y. et al, 2000).

Tanto la sensibilidad al TNFa como la cinética de la muerte que induce
la citocina se potencia en muchos tipos celulares que expresan una forma
mutante del IxBa que no puede degradarse y que por tanto no puede liberar al
NF-xB. Estos hallazgos sugieren que el TNFa activa simultdneamente procesos
de muerte y de sobrevivencia. Asi, el TNFa induce un mecanismo de
retroalimentacién negativa por el que la activacion del NF-xB bloquea las
sefales para la muerte celular (Van Antwerp, D. J. et al, 1996). La activacion
del NF-xB regula positivamente un inhibidor de la caspasa 8, que se denomina
FLIP, lo que resulta en un aumento de la resistencia al efecto citotéxico del
TNFa. De hecho, el restablecimiento de dos formas alternas del FLIP, en las
células sin el NF-kB, inhiben eficientemente la muerte celular que induce el
TNFa (Micheau, O. et al, 2001). Otra proteina que cuya transcripcién se
induce por el NF-kB es NDED; este factor suprime la apoptosis que media el
TNFo. mediante la inhibicion de la actividad de la caspasa 8, aunque a
diferencia del FLIP, no lleva a cabo ningln procesamiento sobre esta caspasa
(You, Z. et al., 2001). Estos resultados podrian explicar la proteccion que se
observa cuando las células susceptibles al efecto citotoxico del TNFa se

pretratan con concentraciones subletales del TNFa.
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Ademds de promover la activacién del NF-xB, el TRAF2 enciende
simultdneamente otras vias de transduccidn, adn no bien definidas, que también
suprimen las senales de la muerte (Lee S. Y., et a/, 1998).

El TNFa activa también al AP-1, una coleccién heterogénea de
factores de transcripcién que contienen las subunidades Jun, Fos y ATF. La
actividad de éstas se regula por mdltiples mecanismos que incluyen cambios en
su estado de fosforilacion. Especialmente relevante en la induccién del AP-1
por el TNFa es la cinasa JNK, que fosforila el amino terminal del c-Jun.

Tanto la RIP como el TRAF2 median la activacién de la JNK y del complejo IKK.
La activacion de ambos sistemas requiere los motivos anillo de dedo y dedo de
zinc del TRAF2 (Baud, V. et al, 1999) y es dependiente del dominio de
asociacion proteica presente en su extremo carboxilo. Estas dos respuestas,
que afectan el patron de la expresion génica, divergen mds alld del TRAF2 y
ademds, a diferencia de lo que ocurre con el NF-xB, la activacién de la JNK no
parece involucrarse ni en induccidn ni en la proteccion de la muerte (Liu, Z. G.,

et al., 1996) (figura 5).
¢) Vias especificas de la muerte apoptdtica

Las caspasas, cistein-proteasas dcidas que procesan proteinas
celulares especificas después de residuos de aspartato, juegan un papel critico
en los procesos de la muerte celular apoptatica. Estas, al igual que la inmensa
mayoria de proteasas, se producen como precursores inactivos o zimégenos y
se activan por cortes proteoliticos a raiz de la induccién de la muerte. Ademds
de !a region homéloga en el extremo carboxilo a partir de la cuel se derivan las
proteasas maduras, las proteinas precursoras contienen regiones tnicas en su
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extremo amino. Interacciones de estos prodominios con moléculas reguladoras

especificas permiten la activacion diferencial y controlada de cada caspasa por

diferentes sefnales inductoras de la muerte.

TNFR-II
TNFR-I

RN A

OOOOOoad b

Membrana
celular

TRADD

RIP1

Figura 5. Reclutamiento del complejo que lleva a la activacién de los factores
de transcripcién AP-1y NF-«kB.

Se cree que el papel de la FADD/MORTI en la apoptosis que induce el

TNFa es el reclutamiento de la procaspasa 8 y su subsecuente activacion



(Boldin, M. P. et al, 1996). Esta interaccién involucra un motivo de unién entre
proteinas llamado dominio efector de la muerte (DED), que se localiza tanto en
el extremo amino de la MORTI/FADD como en los prodominios de las
procaspasas 8 y 10. La caspasa 8 activa, cuya funcidn es necesaria y no
redundante en la induccion de la muerte apoptética por el TNFa (Varfolomeey,
E. E. et al, 1998), inicia entonces una cascada de activacién de caspasas que
resulta en apoptosis (figura 6). Al complejo que forman los receptores, la
TRADD, la FADD y la procaspasa 8 también se le denomina DISC (por death-
inducing signaling complex).

Uno de los blancos de la caspasa 8 es BID, miembro de la familia de
Bcl-2 (que incluye proteinas proapoptdticas y antiapoptéticas). El tratamiento
con el TNFa induce un corte especifico, que media la caspasa 8, de la forma
citosédlica de la proteina BID; el producto pl5 resultante se trasloca a la
mitocondria como una proteina integral de membrana y promueve la liberacion
del citocromo ¢ de este organelo (Gross, A. et al, 1999). En presencia del
citocromo ¢ (que se denomina también Apaf2), la procaspasa 9 y una molécula
llamada Apaf1 (por apoptotic protease-activating factor 1) se unen via dominios
homdlogos de interaccion proteica que se localizan en sus respectivos
extremos amino, lo que lleva al procesamiento de la procaspasa y se produce la
forma activa de la caspasa 9. La caspasa 9 a su vez corta y activa a la
precaspasa 3 lo que culmina la cascada de activacién de caspasas (Li, P. ef al,

1997).
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Figura 6. Complejo que se une al receptor tipo I y cadena de activacién que
lleva a la muerte apoptdtica.

Uno de los sustratos mejor caracterizados de la forma activa de la
caspasa 3 es la poli(ADP-ribosa) polimerasa 1 (PARP-1). La PARP-1 es una
enzima abundante que se asocia a la cromatina; después de unirse a cortes en
la cadena de DNA se automodifica por transferencia de polimeros grandes y
con ramificaciones de poli(ADP-ribosa) al utilizar NAD" como sustrato. La
reparacion del DNA, que se asocia con esta enzima, ocurre después de que la
PARP-1 modificada se disocia de los cortes en la cadena. Se sabe que la PARP-1
no participa directamente en este proceso (Lindahl, T. et al, 1995). El
procesamiento por la caspasa 3 de la forma de 116 kDa en el sitio DEVD de
PARP-1 genera un fragmento de 85 kDa y otro de 24 kDa (Kaufmann, S. H. et

al., 1993). Este corte en PARP-1 resulta en la separacion de los dos motivos de
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union a DNA de los dominios de automodificacion y catdlisis, lo que evita el
reclutamiento de la enzima a los sitios de DNA dafiado. Por su parte, la forma
automodificada de la PARP-1 es sustrato /n vivo de la caspasa 7. El corte
proteolitico que lleva a cabo la caspasa 7 también inactiva rdpidamente a la
PARP-1 (Germain, M. et al, 1999).

La dnica cinasa de dominios de muerte que se recluta al complejo
activado del TNFR-I es la RIP, que se procesa en el residuo de dcido aspdrtico
324 por la caspasa 8 durante la apoptosis que induce el TNFa. El corte de la
RIP resulta en el bloqueo de la activacién del NF-kB que induce el TNFa. La
RIPc, uno de los productos de corte, potencia la interaccion entre la TRADD y
la FADD/MORT1 y aumenta la sensibilidad celular al TNFo. Por otro lado, las
mutantes de la RIP resistentes a la caspasa 8 protegen a las células de la
apoptosis que causa el TNFa. Estos resultados sugieren que el procesamiento
de la RIP es un paso importante en la muerte que induce el TNFa, que favorece
la via de muerte que median las caspasas sobre la de sobrevivencia que media el
NF-xB. (Lin, Y. et al, 1999).

Tanto el TRAF2 como el TRAF1 se implican en la supresién de la
apoptosis que media el reclutamiento de miembros de la familia de inhibidores
de apoptosis ¢c-IAP a los receptores tipo I (TRAF2) y tipo II (TRAF1). Al
parecer estas interacciones inhiben la apoptosis ya que bloquean el acceso de

la caspasa 8 al complejo del receptor tipo I (figura 7).
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Figura 7. Inhibicion del complejo que se une al receptor tipo I por
cIAP/TRAF2.

La via de transduccion de algunos miembros de la familia de proteinas
cinasas C (PKCs) también participa en la regulacion la muerte celular que causa
el TNFa. La induccion o sobreexpresion de la isozima PKCn correlaciona con la
proteccion contra la citotoxicidad del TNFa en las células MCF-7. Al parecer,
la PKCn produce este efecto al prevenir la activacion de las caspasas 8 y 7

(Akkaraju, 6. R.y Basu, A., 2000).

d) Seralizacion de la muerte no especificamente apoptotica

Ceramida. E|l TNFo causa la activacion de al menos dos
esfingomielinasas (SMasas) que hidrolizan la esfingomielina y generan la
ceramida y la fosfocolina. Diversas evidencias sugieren que la activacion de la
SMasa requiere de la activacién de la PLA2 y la consecuente generacién del

dcido araquidonico (Jayadev et al, 1994).
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El TNFR-I activa a estos dos tipos de SMasas a través de distintos
dominios citopldsmicos. Dado que tanto la TRADD como la FADD se involucran
en la activacion de la SMasa dcida, este proceso parece pertenecer a la
sefalizacion que lleva a la induccién de la muerte celular (Adam-Klages, S. et
al., 1998).

La proteina FAN, un miembro de la familia que contiene repeticiones que
finalizan en residuos de triptofano-dcido aspdrtico (repeticiones WD), se une
directamente al TNFR-I. Dado que la regién de unién en el receptor se
requiere para la activacién de la SMasa neutra y que la sobreexpresién de la
FAN potencia la actividad de esta enzima que induce el TNFa, se sugiere que la
FAN regula la produccién de la ceramida que induce el TNFa (Adam-Klages, S.
et al, 1996). A su vez, la FAN recluta por lo menos otra proteina con
repeticiones WD, el receptor de la cinasa C activada (RACK1), cuya interaccién
con la FAN aumenta la actividad de la SMasa neutra (Tcherkasowa, A. E. et a/,
2002).

La importancia de la ceramida como un mensajero intracelular que es
parte de una via de sefializacién que culmina con la muerte celular se establecié
principalmente por dos tipos de evidencia. Por un lado, andlogos permeables de
la ceramida tienen efecto citotéxico sobre las células sensibles al TNFa y este
efecto es especifico ya que andlogos estructurales como la dihidroceramida o
el diacilglicerol no mimetizan la accién del TNFa (Obeid, L. M. et al, 1993).
Aunado a estos hallazgos, la sobreexpresion de una enzima que participa en el
metabolismo de la ceramida, la ceramidasa dcida, protege a las células L929 de
la muerte que causa el TNFa (Strelow, A. ef a/, 2000).

Algunos de los blancos directos de la ceramida incluyen una cinasa
membranal, una fosfatasa y una PKCL. Tanto el TNFa como las ceramidas
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exdgenas aumentan la fosforilacion del receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) a través de la activacién de una proteina cinasa dirigida por
prolina que se localiza en la membrana (Joseph, C. K. e a/, 1993). La ceramida
también activa, al parecer indirectamente, a la proteina cinasa activada por
mitogeno (MAPK) (Raines, M. A. et al, 1993). Diversos estudios /n vitro
revelaron que la ceramida activa una fosfatasa de residuos de serina y treonina
de la subfamilia 2A, llamada proteina fosfatasa activada por ceramida (CAPP)
(Dobrowsky, R. T. y Hannun, Y. A., 1992); La CAPP se inhibe por el dcido
okadaico, y dado que concentraciones nanomolares de este inhibidor de
fosfatasas 2A bloquean la muerte que induce la ceramida, parece existir una
relacién entre la activacion de la CAPP y la induccién de la muerte. En cuanto a
la activacion de la PKCE por la ceramida, parece ser importante en mediar la
regulacion del NF-kB en respuesta al TNFa (Lozano, J. et al, 1994).
Dado que activadores de la PKC inhiben el efecto citotoxico de la ceramida,
y que este lipido inhibe la generacién del DAG a través de la via de la
fosfolipasa D (Venable, M. E. et al, 1994), podria ser que los niveles celulares
relativos de estos dos segundos mensajeros sean una clave determinante para
la viabilidad celular. Cabe mencionar que el catabolismo de la ceramida lleva a la
formacién de bases esfingoides, como la esfingosina y la esfinganina, que a su
vez pueden actuar como potentes inhibidores de las isoformas cldsicas de la
PKC (Gopee, N. V. y Sharma, R. P, 2003).
Proteinas &. Dado que los receptores del TNFa no tienen ninguna
actividad catalitica, desde hace tiempo se pensé que algunas proteinas G
podrian unir estos receptores a sistemas enzimdticos como la fosfolipasa C o la

fosfolipasa Az, que a su vez generan segundos mensajeros.
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La evidencia experimental respecto al papel de las proteinas G en la
transduccién de la sefial del TNFa es muy limitada hasta la fecha, y la mayoria
de los datos se refieren a evidencias indirectas de su participacion. En las
células L929 el TNFa aumenta la union del GTP a las proteinas de membrana,
presumiblemente las proteinas G triméricas. Por datos de varios laboratorios,
incluido el nuestro, se sabe que la citotoxicidad que induce el TNFa se inhibe
por la toxina pertussis (Hepburn, A. et al, 1987; Imamura, K. et al,, 1988). Esta
sensibilidad sugiere la participacién de subunidades alfa del tipo G; o Go, pero
también es posible que la sefializacién del TNFo la medie un nuevo grupo de
proteinas G sensibles a la toxina pertussis.

En las células HeLa y L929 que se tratan con el TNFa, se observa una
regulacion negativa de los niveles de algunas de las proteinas que se asocian
principalmente a los receptores 6(q)alfa/Gllalfa, pero no de G(s)alfa, G(i)alfa
y G(o)alfa (Pollock, V. P. et al, 2000).

Se conoce que la proteina Ras estd activa constitutivamente en algunas
células sensibles al TNFa como las 10TEJ, o bien que el tratamiento con esta
citocina aumenta la unién del GTP a las proteinas de membrana en las células
L929, pero no en algunas células resistentes al TNFa como las 10T1/2. Por otro
lado, la mutante dominante RasN17 bloquea la formacién de Ras-GTP vy la
muerte celular que induce el TNFa (Trent, J. C. 2nd et al, 1996).

Fosfoljpasa Az. La fosfolipasa A, (PLA;) se acopla a diferentes
receptores de membrana por proteinas G, y después de su activacion libera el
dcido araquidénico de los fosfolipidos. Varios inhibidores de PLA2 reducen la
citotoxicidad del TNFa en las células L929 y en la mayoria de las lineas
tumorales que se estudiaron (Suffys, P. et al, 1987). La cuestién de como la
PLA; se involucra en la citotoxicidad no estd resuelta; en estas mismas células,
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inhibidores  del metabolismo del araquidonato -como el dcido
nordihidroguaiarético o la hidrocortisona-, disminuyen significativamente la
citotoxicidad que induce el TNFo (Hepburn, A. et al, 1987) pero
paradd jicamente no es posible identificar metabolitos de este dcido graso en
las células que se tratan con la citocina.

En este proceso cabe mencionar a la MADD, un componente del comple jo
de sefalizacién del TNFR-I, que participa en la via de activacién de las cinasas
de la MAP y en la fosforilacion de la fosfolipasa Az citosélica, lo que conduce a
la liberacién de dcido arquidénico.

Fosfoljpasa C. En el caso de la PLC, las observaciones con inhibidores
son consistentes con una via de transduccién que no media la muerte y si quiza
proteccion frente al TNFo. Cabe resaltar que la activacidn de la PLC produce el
diacilglicerol, que a su vez se contrapone a la accion inhibitoria de los
productos del catabolismo de la ceramida (Webb, B. L. et a/, 2000).

¢ad”*. Uno de los efectos que se observan con mayor rapidez en
respuesta al TNFa es un aumento del Ca** intracelular, mismo que se relaciona
con la activacién de la PLC. En las células L929 se sugiere, por estudios con
bloqueadores de canales catidnicos como el verapamil y el diltiazem, que este
incremento del Ca® citopldsmico es un factor crucial en la citotoxicidad del
TNFa (Kong, S. K. et al, 1997). Es notable que, si se trata a estas células con el
TNFa en la presencia de BAPTA/AM, un quelante del Ca® intracelular,
disminuye la liberacion de especies reactivas de oxigeno; si se disminuyen las
especies reactivas por el 4-hidroxi 2,2,6,6-tetra-metil-piperidinooxi (40OH-
TEMPO) se bloquea el aumento de Ca** que media el TNFa. Estos resultados

sugieren que las especies reactivas de oxigeno y el Ca*" intracelular pudieran
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ser dos mensajeros, importantes en la muerte que media el TNFa cuyas vias se
entrecruzan (Ko, S. et al, 2002).

Dano a DNA. Algunos grupos de investigacion (Liddil, J. D. er a/, 1989)
no encontraron relacion entre la sensibilidad al TNFa y el dafio al DNA,
mientras que otros si notaron destruccién del DNA tanto en las células L929
como en otras lineas celulares (Zimmerman, R. J. et al,, 1989; Kosaka, T. et al,
1992; Bellomo, 6. et al, 1992). Se proponen dos mecanismos para el dafo al
DNA, la destruccion que inducen los radicales libres y la activacién de
endonucleasas. La evidencia para esta dltima opcidn se basa en la inhibicién de
la citotoxicidad del TNFa por Zn®', un conocido inhibidor de endonucleasas
(Dealtry, 6. B. et al, 1987. Flieger, D. et al, 1989). En particular para las
células L929 se reporto que el tratamiento con el TNFa promueve un
incremento en la cantidad de la 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina lo que sugiere
dafio oxidativo al DNA (Park, Y. M. et al, 1998).

ADP ribosilacion. La ADP ribosilacién se relaciona a la accién citotéxica
del TNFa en las células L929, aunque no se sabe si es una consecuencia de la
fragmentacién del DNA o si la poliADP ribosilacién de proteinas en las células
sensibles y no en resistentes (Agarwal, S. y Piesco, N.P., 1994) se involucra en
la generacién del proceso citotéxico (Agarwal, S. et al, 1988). En las células
L929, el TNFa induce la activacion de la poli(ADP-ribosa) polimerasa 1 (PARP-1)
lo que contribuye a la deplecion del ATP al utilizarse en la sintesis de
recuperacion del sustrato NAD', lo que al parecer se relaciona a la
subsiguiente necrosis (Los, M. et al,, 2002).

Estrés oxidativo. Entre los efectos del TNFa que correlacionan con
citotoxicidad sobre sus células blanco, se reporté dafic oxidativo que se
manifiesta como peroxidacién lipidica (Zimmerman, R. J. et al, 1989),
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produccion de O, (Matsubara, T. y Ziff, M., 1986) y H20; intracelularmente
(Yamauchi, N. et al, 1989) y en mitocondrias durante el transporte de e
(Forman, H. J.y Boveris, A., 1982), y el dafio mitocondrial (Schulze-Osthoff, K.
et al, 1992).

Por otro lado, las condiciones anaerdbicas y antioxidantes bloquean la
citotoxicidad del TNFa (Matthews, N. ef al, 1987; Satomi, N. et a/, 1988) y
el tratamiento con el TNFa induce la expresion del RNAm de la MnSOD (Wong,
6. H. W.y Goeddel, D. F., 1988), de la metalotioneina (Shiitze, S. et al, 1988) y
de la ferritina (Torti, S. V. ef al, 1988). De forma complementaria a estos
estudios, la sobreexpresion de la MnSOD confiere un aumento en la resistencia
al TNFa en varias lineas celulares (Wong, 6. H. W. et al, 1989).

En las células de leucemia resistentes a drogas, la inhibicidn de la cadena
respiratoria motocondrial por el TNFa es al menos parcialmente responsable
de la citotoxicidad (Jia, L. et al, 1996); en lineas celulares de carcinoma de
ovario humano existe evidencia que involucra las especies reactivas de oxigeno
mitocondriales en la muerte celular que media el TNFa (Uslu, R. y Bonavida, B.,
1996).

En el modelo de citotoxicidad que induce el TNFa sobre fibroblastos
NIH3T3 que se sensibilizan con cicloheximida, la muerte se relaciona con el
estrés oxidativo que provoca la actividad de la NADPH oxidasa de membrana
plasmdtica (Khwaja, A. y Tatton, L., 1999). En otros sistemas en los que ocurre
la muerte celular por apoptosis como en los casos de neuronas a las que se priva
del factor de crecimiento neural (NGF), se demostré que la NADPH oxidasa
participa directamente en la generacion de los radicales libres y la muerte

(Tammariello, S. P. et al, 2000).
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En fas células L929, se propone que las especies reactivas de oxigeno
(ROS) que se generan en la cadena respiratoria son responsables de los
efectos citotdxicos inducidos por esta citocina (Schulze-Osthoff, K. et al,
1993). La disrupcién de la integridad membranal por el TNFa es un punto de
compromiso irreversible hacia la muerte celular en estas células (Grooten, J.,
et al, 1993), que depende de la produccién de ROS por la mitocondria
(Goossens, V. et al, 1995). Aunado a esto, el agrupamiento de las mitocondrias

alrededor del ndcleo (De Vos, K. ef al, 1998) correlaciona con la sensibilidad

de las L929 al TNFa.
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ANTECEDENTES

Los reportes de estudios que utilizan las células L929 son
contradictorios con respecto a su origen . Algunos refieren que se trata de una
linea celular normal de fibroblastos pulmonares de embrién de raton (Hehlgans,
T. et al, 2003). Por el contrario, otras publicaciones indican que las células
L929 se derivan de un fibrosarcoma murino (Kalai, M. e a/, 2003; Miljkovic, D.
et al, 2002).

En realidad, esta linea celular se obtuvo a partir de tejido conectivo de
un ratén de la cepa C3H de 100 dias de edad (Earle, W. R., 1943).
Posteriormente, a estas células en cultivo con fenotipo similar a fibroblastos
se les afiadié metilcolantreno durante 111 dias. Este tratamiento modificé el
fenotipo morfoldgico y transformé a estas células, originalmente normales, en
las células capaces de inducir fibrosarcomas en ratones C3H. Afios mds tarde
se aislé una célula que al multiplicarse originé la clona L929 (Sanford, K. K. et
al, 1948). En 1956 se comprobd la capacidad de estas células para generar
tumores de forma similar a las células parentales L (Sanford, K. K. et al/, 1956).

Este resumen de la historia de la linea celular L929 tiene relevancia en
la medida en que estas células se utilizan como modelo de fibroblastos
"normales” o como modelo tumoral. Los resultados de cualquier experimento
tienen implicaciones diferentes si se trata de un caso o del otro. Aunque resta
por confirmar si la linea que manejamos en el laboratorio como L929 es capaz
de generar tumores en ratones desnudos, en este trabajo interpretamos el
comportamiento de las células L929 como prototipo de las células tumorales.
Estudios que realizé en nuestro laboratorio el Bidl. José Luis Ventura indican
que la clona L929 que utilizamos es capaz de crecer en agar, lo que se maneja

como caracteristico de las células transformadas.
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Las células L929 se encuentran entre las primeras lineas celulares que
se identificaron como sensibles a la actividad citotdxica del TNFa. (Flick, D. A.
y Gifford, 6. E., 1984). Estas células de raton se utilizaron, junto con las
células WEHTI, en bioensayos de deteccion para la purificacién inicial del TNFa
debido a su alta sensibilidad a este factor. Adn hoy en dia estas células se
emplean para valorar la presencia del TNFa en muestras de fluidos bioldgicos o
en medios condicionados de cultivos /n vitro (Evans, T. J., 2000; Estrada, A. et
al., 2003).

En la tabla 3 se resumen los datos obtenidos a la fecha en relacién con el

efecto citotdxico del TNFa sobre las células L929.
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Tabla 3. Resumen de referencias mds relevantes que se relacionan con el

efecto del TNFa sobre las células L929.

Sensibilidad al efecto citotdéxico del
TNFa

Flick, D. A.y Gifford, 6. E., 1984

Reduccidn por inhibidores de la PLA;
de la citotoxicidad que causa el TNFa

Suffys, P. et al,, 1987

Inhibicién de la toxicidad que causa el
TNFa por toxina pertussis

Hepburn, A. ef al, 1987; Imamura, K.
| et al, 1988)

- ;de omgeno (R

La generacson de espec:es r'eac'rlvas-'
(ROS) que causa el TNFo.
se relacionan con el efecto citotéxico

Schulze.-Os‘rhoff K efa/, 1993, h

Disrupcién de la integridad membranal
la

por el TNFa dependiente de
produccién de EORs  por Ia
mitocondria =~ 2

Goosens, V. etal, 1995. |

El TNFa causa un incremento de 8-
hidroxi-2'-desoxiguanosina =~ :

Park Y M. etal, 1998 ;

Agrupamiento de las ‘mitocondrias
alrededor del niicleo que correlacwna

'-De Vos K efa/ 1998 '

con la sensibilidad al TNFa,
'Pro‘teéc’ion del-'efec‘ro cafofoxmo del

ceramidasadcida .

Strelow, A. et al, 2000

Actwac:on de PARPI que _causa el

Los, M. et al, 2002

TNFa "--. :_. ; APESEL Y
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OBJETIVO

Dado que existe gran cantidad de informacidn previa (tabla 3) respecto

al efecto citotéxico del TNFa.y su posible relacion con el estrés oxidativo en

las células L929, esta tesis doctoral tiene como

OBJETIVO GENERAL:

Determinar el papel que el estrés oxidativo juega en la

citotoxicidad que causa el TNFa sobre las células L929.

OBJETIVOS PARTICULARES:

»
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Caracterizar el tipo de estrés oxidativo que se genera por el
TNFo sobre estas células.

Establecer si existe una relacion entre la presencia de
especies reactivas de oxigeno y la muerte.

Definir el curso temporal de aparicién de los radicales libres
dependiente del TNFa

Explorar la inducibilidad del estrés oxidativo y su correlacion
con fases especificas del ciclo celular.

Proponer un modelo del mecanismo de la muerte que causa el
TNFo sobre los fibroblastos L929 que integre los datos
previos que se reportaron en la literatura y las aportaciones

de este trabajo.



MATERIAL Y METODOS

Cultivo celular. La linea celular L929 (In Vitro, S. A., México, México) se
crecid regularmente a 37°C y 5% de CO, en MEM (Minimum Essential Medium)
(Gibco BRL, Grand Island, NY) suplementado con 10% de suero fetal bovino
(Gibco BRL, Grand Island, NY) inactivado. El TNFa (R & D Systems,
Minneapolis, MN) se utilizd a 5 ng/ml a menos que se indique otra
concentracidn y durante los tiempos indicados en cada experimento. Cuando se
utilizé actinomicina-D (Sigma, St. Louis, MO) (1 ng/ml), el TNFa se utilizé a
0.01 ng/ml. Se utilizaron frascos de cultivo 25 y 75 cm® (Corning, Corning, NY)
para mantener los acarreadores celulares y cajas de 16, 24, 48 y 96 (Corning,

Corning, NY) pozos para los diferentes experimentos.

Clonacion por dilucion limitada. Después del conteo, las células L929 se
diluyeron para que hubiera aproximadamente 50 células en 2 ml de medio.
Posteriormente se sembraron en placas de 96 (200 pl/pozo) de tal forma que
hubiera una célula por cada dos pozos y la posibilidad de que se obtuvieran dos
colonias en el mismo pozo fuera minima. Las colonias individuales que crecieron
normalmente se resembraron por triplicado para probar su sensibilidad a
TNFa (5 ng/ml) y a puromicina (3 pg/ml) (Sigma, St. Louis, MO); se selecciond
la L929-P6 para el trabajo posterior por su sensibilidad a TNFa y al antibidtico

puromicina.

Resiembra para experimento. A menos que se dé otra indicacion, para realizar
los experimentos las células se crecieron hasta 50-80% de confluencia, se

desprendieron del plato con tripsina 0.1 % (Sigma, St. Louis, MO) y se contaron
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con ayuda de una cdmara de Neubauer (Marienfeld, Lauda-Konigshofen,
Alemania). Generalmente se sembraron a 20, 000 células por cm® y 24 h

después se comenzd el experimento.

Reduccion de bromuro de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)2,5-difeniltetrazolio
(MTT) . El MTT (Sigma, St. Louis, MO) se afiadié a los cultivos 4 h antes del
término de cada experimento a una concentracion final de 200 pg/ml. Después
de este lapso de tiempo, el medio se aspiré y las sales de formazdn se
solubilizaron con 250 pl (en pozos de 1 cm®) de isopropanol (Sigma, St. Louis,
MO) dcido (0.1 N HClI en isopropanol). Después de 10 min se adicionaron 250 pl
de amortiguador de fosfatos (PBS) (J. T. Baker, Xalostoc, México), este
material se sometié a un andlisis espectrofotométrico a 570 y 630 nm y la
diferencia entre las dos densidades dpticas obtenidas (DOs7g nm = DOg30 nm) Se
tomé como un valor directamente proporcional a la reduccién del MTT. El PBS
se preparé con 8 g de NaCl (J. T. Baker, Xalostoc, México), 0.2 g de KCI (J. T.
Baker, Xalostoc, México), 2.16 g de NazHPO4 (J. T. Baker, Xalostoc, México) y
0.2 g de KH2PO4 (J. T. Baker, Xalostoc, México) para 1 litro.

Conteo celular por exclusion de azul de tripano. Se aspiré el medio de
cultivo, se afiadieron 100 ml de tripsina 0.1% (pozos de 1 cm®). Al desprenderse
el 100% de las células se afiadieron 100 ml de azul de tripano (Sigma, St. Louis,
MO), se mezclé con micropipeta varias veces y se conté en la cdmara de
Neubauer. Para los experimentos de viabilidad se contaron 10 campos para
cada pozo. Se obtuvieron los promedios y desviaciones estdndar a partir de los

duplicados o triplicados.



Calculo del indice de estrés oxidativo y desviacion estdndar. Cada valor de
MTT (sin promediar) se dividid entre cada valor obtenido del conteo por
exclusion de azul de tripano (sin promediar). Cada uno de los cocientes
obtenidos para los puntos experimentales se dividié entre cada uno de los
cocientes obtenidos para el control. Estos nuevos cocientes se promediaron y
se obtuvo su desviacion estdndar. Este valor se empleé como un indice del
estrés oxidativo en las células presentes en el pozo al momento de analizar la

reduccion de MTT y la viabilidad por exclusion de azul de tripano.

Adicion de antioxidantes. El DTT y el DTE (Sigma, St. Louis, MO) se
ensayaron en curvas de concentracion de 0.25 mM a 4 mM. El fenol (Sigma, St.
Louis, MO) se probo en concentraciones desde 0.015% hasta 0.06%. EIl DMSO
(Sigma, St. Louis, MO) se ensayé en curvas de concentracion entre 0.5% y 2%.
El 2-mercapto etanol (2-ME) (Sigma, St. Louis, MO) se probé en
concentraciones de 4 uM hasta 1 mM. La L-tirosina (Sigma, St. Louis, MO) se
ensay6 desde 0.062 mM hasta 1 mM.

Tincion con cristal violeta. Al término de los experimentos se aspiré el medio
de cultivo y se fijaron las células con glutaraldehido (Merck, Darmstadt,
Alemania) al 1.1 % en medio de cultivo suplementado con 1% de suero de
ternera, durante 20 min a temperatura ambiente. Se aspiré el glutaraldehido y
se adiciond el cristal violeta al 0.1 % en una solucién amortiguadora de dcido
férmico (Merck, Darmstadt, Alemania) 200 mM, pH 6.0. Después de mantener
15 min en agitacidn se elimind el cristal violeta y se lavé exhaustivamente con

agua corriente. Se dejé secar, se redisolvié en 100 ul (pozos de 0.3 cm?) de
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dcido acético (J. T.-Baker, Xalostoc, México) al 10% y posteriormente se leyé

en el espectrofotémetro a 590 nm.

Purificacion de plasmidos. Todos los pldsmidos utilizados en las
transfecciones se purificaron con el Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Valencia, CA) y
se desalaron con columnas Elutip-D (Schleicher & Schuell, Dassel, Alemania).
Se utilizaron enzimas y otros reactivos para las restricciones (Gibco BRL,
Grand Island, NY). Los dcidos nucleicos se visualizaron con luz ultravioleta
luego de una electroforesis en geles de agarosa (Gibco, Grand Island, NY)

tefiidos con bromuro de etidio (Sigma, St. Louis, MO).

Transfeccion con lipofectamina (Gibco BRL, Grand Island, NY). Se
sembraron 20, 000 células/cm® (L929) con 24 h de anterioridad a la
transfeccién. Después de aspirar el medio, a cada pozo (2 cm®) se le afiadié un
volumen de 0.5 ml que incluyo MEM sin suero, 12.5 ul de Lipofectamina y 2 ug
de los pldsmidos pBabePuroBcl-2 (Fanidi, A. et al., 1992) (donado amablemente
por el Dr. Luis Covarrubias, IBT) y pBabePuro (obtenido a partir del anterior
por eliminacion del inserto clonado en el sitio de restriccion de la enzima
EcoR1). Se realizé una incubacion de 45 min al término de la cual se adicioné 1
ml de MEM con suero fetal bovino inactivado al 10%. Se les cambié el medio 24
h después y 72 h después de la transfeccion se resembraron las células
sobrevivientes y se comenzd la seleccion con la concentracién recomendada de
puromicina, es decir 3 ug/ml. Dado que la gran mayoria no parecia ser sensible
a esta concentracion, se adiciond puromicina hasta 8 pg/ml, concentracion a la
cual todas las células control (sin transfectar) murieron. Las células
transfectadas que sobrevivieron a esta seleccidn se resembraron, recuperadas
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como clonas con aros de vidrio y expandidas siempre con el antibiético de

seleccion.

Transfeccion por precipitacion con fosfato de calcio (estuche de Gibco
BRL, Grand Island, NY). Se sembraron 20, 000 células/cm?® (L929-P6) con
24 h de anterioridad a la transfeccidn. 4 h antes del procedimiento se retiré el
medio y se adicionaron 0.9 ml de MEM con 10% de suero en cada pozo (9 cm?).
Para cada transfeccion distinta se etiquetaron dos tubos (tubos 1y 2). A los
tubos 1 se les afiadio 0.1 ml del amortiguador HBS 1X y 2 pl de la solucién de
fosfato; a los tubos 2 se le afiadié un volumen de 86 pl que incluyé agua, 10 pg
de DNA acarreador y 10 pg de los pldasmidos de interés, a estos mismos tubos
se les afiadieron 2 pul de la solucién de calcio, se mezcld y se afiadieron ahora 10
ul de la misma solucién de calcio. Mientras se burbujed cada tubo 1, se afiadié
el contenido del correspondiente tubo 2 gota a gota. Se mantuvo 20 min a
temperatura ambiente, se mezclo bien y se afadié lentamente a cada pozo. 24
h después se les cambio el medio y 72 h después de la transfeccion se
resembraron para comenzar la seleccion con puromicina (3 pg/ml). Las células
transfectadas que sobrevivieron a esta seleccion se resembraron, recuperadas
como clonas con aros de vidrio y expandidas siempre con el antibidtico de

seleccion.

Tratamiento con H0, (Sigma, St. Louis, MO). Las células se trataron

durante 4 h con concentraciones entre 2 y 8 mM de Hz0..

Tratamiento con ceramidas sintéticas. Las células se incubaron durante 15 ¢

18 h con 20 uM de ceramida C-6 o 25 uM de ceramida C-8 (Biomol, Plymouth
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Meeting, PA). La ceramida C-6 se utilizd en una razén molar 1:1 con albdmina
sérica bovina (Sigma, St. Louis, MO) y la ceramida C-8 se utilizé a partir de un

concentrado 100X en etanol (Sigma, St. Louis, MO).

Deteccion de especies reactivas de oxigeno por 2', 7'-diclorofluoresceina
(DCF) (Molecular Probes, Eugene, OR). Al findlizar los tratamientos se
tripsinizaron las células, se centrifugaron 5 min a 1200 rpm y se
resuspendieron en 1 ml de PBS que contenia DCF a una concentracién de 4 uM.
Después de una incubacion de 15 min en la oscuridad, se centrifugaron 5 min a
1200 rpm y se resuspendieron en 1 ml de PBS. La lectura en el citémetro se

realizé dentro de los siguientes 30 min.

Andlisis de ciclo celular por citometria de flujo. Al finalizar los
tratamientos las células se tripsinizaron, se centrifugaron, se lavaron con PBS
y se volvieron a centrifugar. Posteriormente se resuspendieron en 500 pl de
metanol (J. T. Baker, Xalostoc, México) al 95% en PBS, se incubaron 15 min en
hielo y se volvieron a centrifugar. Se resuspendieron ahora en 1 ml de PBS que
contenia RNasa (Gibco BRL, Grand Island, NY) a una actividad final de 5 U/ml y
se incubaron 30 min a 37°C. Al término de la incubacidn se adiciond yoduro de

propidio (a una concentracién final de 50 pg/ml).

Sincronizacion en la fase Go/6G; del ciclo celular. Las células L929-P6 se
crecieron hasta confluencia, se aspiré el medio y se adicionéd medio sin suero
durante 24 h mds. En ese momento (tiempo 0) las células se tripsinizaron y se

resembraron para los experimentos.
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Actividad de lactato deshidrogenasa. Al término de los experimentos, se
recolectaron 40 pl del medio de cultivo (muestra experimental) en un
microtubotubo de 0.5 ml (Axygen, Union City, CA) y se almacenaron a 4°C, al
medio restante se le afiadieron 4.65 pl de Triton al 10% (Sigma, St. Louis, MO)
por cada 500 pul de medio, se incubé de 5 a 10 min y se recolectaron otros 40 pl
(empleados para la determinacién de la lactato deshidrogenasa total). Se
adicionaron a la cubeta de cuarzo (Sigma, St. Louis, MO) 833 ul de NADH
(Sigma, St. Louis, MO) 0.244 mM en un amortiguador de Tris (81.3 mM)
(Sigma, St. Louis, MO) y NaCl (203.3 mM) pH 7.2, y se leyeron en el
espectofotometro a 340 nm durante 2 min en intervalos de 15 seg. Después se
afiadieron 16.7 ul de muestra, se mezclaron y se volvié a leer en el
espectofotémetro en las mismas condiciones. Por Ultimo, se afiadieron 170 pl
de piruvato (Sigma, St. Louis, MO) 9.76 mM en el mismo buffer de Tris y NacCl
y se repitié la lectura bajo las condiciones arriba indicadas.

De cada lectura de 2 min se calculé el cambio promedio. Se resté el
cambio promedio con muestra sin piruvato del cambio promedio en presencia de
piruvato. Este cambio promedio normalizado se convirtié en porcentaje
considerando el cambio promedio normalizado de la lactato deshidrogenasa

total como 100%.

Incorporacion de [H]-timidina (Amersham, Buckinhamshire, Reino Unido).
La [*H]-timidina (1 uCi/ml) se afiadié a los cultivos 4 h antes del tiempo final
del experimento. Transcurridas las 4 h se aspiré el medio, se lavaron las células
2 veces con PBS y se fijaron durante 15 min con metanol al 95% en PBS. Las
células se lisaron durante toda la noche con NaOH (J. T. Baker, Xalostoc,

México) 0.2 N, al dia siguiente se colectd el lisado, se mezclé con 3 ml de
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tritosol y se leyé durante 1 min en el contador de centelleo. El tritosol contenia
7 g de PPO (Sigma, St. Louis, MO), 0.5 g de POPOP (Sigma, St. Louis, MO), 650
ml de tolueno (J. T. Baker, Xalostoc, México) y 350 ml de tritén X-100 (Sigma,
St. Louis, MO) por cada litro.

Preparacion de extractos celulares de proteina total. Se lavaron las células
dos veces con PBS a 4°C y se aspiré totalmente el amortiguador. Se afiadieron
350 pl (para placa de 100 mm) de amortiguador de lisis (Tris 25 mM pH 7.4,
NaCl 50 mM, NP-40 2%, SDS 0.2%, PMSF 1 mM, aprotinina 50 pg/ml y
leupeptina 50 pM) (Sigma, St. Louis, MO) y incubd 20 min a 4°C. Se recolecté
el lisado y se centrifugé15 min a 14 k rpm a 4°C. Se recuperd el sobrenadante y

se estimé la concentracion por el método de Bradford (Biorad, Hercules, CA).

Electroforesis de proteina en geles desnaturalizantes. El gel concentrador
se preparé con 1.67 ml de la solucion concentrada de acrilamida:bis-acrilamida
30:0.8% (Sigma, St. Louis, MO), 2.5 ml de Tris 0.5 M pH 6.8, 5.7 ml de H,0,
100 pl de SDS 10%, 10 ml de TEMED (Biorad, Hercules, CA) y 100 pl de
persulfato de amonio (Sigma, St. Louis, MO) al 10%. El gel separador al 12% se
preparé con 15.2 ml de la solucion concentrada de acrilamida:bis-acrilamida
30:0.8%, 9.5 ml de Tris 1.5 M pH 8.8, 12.9 ml de H20, 380 pl de SDS 10%, 15
ul de TEMED y 150 pl de persulfato de amonio al 10%. El gel sellador se
preparé con 1.65 de la solucion concentrada de acrilamida:bis-acrilamida, 1.31
ml de Tris 0.5 M pH 6.8, 1.98 ml de Hz0, 10 pul de TEMED y 60 pl de persulfato
de amonio al 10%. El amortiguador de corrida se preparo con 12.13 g deTris,
57.05 g de glicina, 4 g de SDS y H20 hasta 4 |. Se utilizé el amortiguador de
muestra Laemmli que se preparé con 0.3 g de Tris, 0.96 g de SDS, 2 ml de 2-
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mercaptoetanol, 4 ml de glicerol, 0.04 g de azul de bromofenol (Sigma, St.
Louis, MO ) y H20 hasta 100 ml. Las muestras (150 pg de proteina,
amortiguador de muestra 4X y H>O hasta 150 pl) se hirvieron durante 5 min

antes de cargar en el gel.

Deteccion de proteina por inmunoblot. Al término de la electroforesis, el gel
se transfirio6 entre dos pares de papeles filtro a una membrana de
nitrocelulosa (Amersham, Buckinhamshire, Reino Unido) durante 3 h a 400 mA.
El amortiguador de transferencia se preparé con 3.03 g de Tris, 14.4 g de
glicina, 200 ml de metanol y H20 hasta 1 |. Después de la transferencia la
membrana se tifié con solucién de Ponceau (Sigma, St. Louis, MO) para
corroborar que la transferencia hubiera ocurrido de forma homogénea en toda
la superficie y que el cargado de los diferentes pozos hubiera sido homogéneo.
La membrana se enjuagd y se bloqued con leche libre de grasa al 6% en
TBS/Tween 0.1% durante 1 h a temperatura ambiente con agitacién continua.
Se enjuago la solucién bloqueadora con TBS/Tween 0.1% y se incubé el
anticuerpo primario antiBcl-2 (Boehringer, Ingelheim, Alemania) (a una dilucién
1:80 en 5 ml de una solucién TBS/Tween 0.1%/BSA 1%) durante 1 h a
temperatura ambiente con agitacién continua. Se hicieron tres lavados de 5
min con TBS/Tween 0.1% y se incubé el anticuerpo secundario biotinilado
(Dako, Glostrup, Dinamarca) (a una dilucién 1:2500 en TBS/Tween 0.1%/BSA
1%) durante 30 min a temperatura ambiente con agitacién continua. De nuevo
se hicieron tres lavados de 5 min con TBS/Tween 0.1%, se agregé la mezcla de
avidina y biotina-peroxidasa (Dako, Glostrup, Dinamarca) (50 nl de avidina, 50
ul de biotina-peroxidasa en 5 ml de Tris 50 mM pH 7.6) y se incubé en la
oscuridad. Se hicieron tres lavados de 5 min, se afadieron 5 ml de la mezcla de
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luminol (Dako, Glostrup, Dinamarca), se incubé 1 min en la oscuridad, se expuso
una placa de autoradiografia (Kodak, Rochester, NY) durante 30 seg y se

reveld y fijé con las soluciones recomendadas (Kodak, Rochester, NY).

Extraccion de RNA total. Las células se tripsinizaron (caja de 100 mm) y
después de centrifugarse se lisaron por pipeteo con 1 ml de Trizol (Gibco BRL,
Grand Island, NY). El lisado se incubé 5 min a temperatura ambiente, se
afiadieron 0.2 ml de cloroformo, se agité Qigorosamente con la mano y se incubé
3 min a temperatura ambiente. Se centrifugé a 12 000 g durante 15 min a 4°C,
se transfirié la fase acuosa a otro tubo y se precipité con 0.5 ml de isopropanol
durante 10 min a temperatura ambiente. Después se centrifugo a 12 000 g 10
min a 4°C, se removid el sobrenadante y se ariadié 1 ml de etanol al 75% en H,O
tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) (Sigma, St. Louis, MO). Se mezcld con
vortex y luego se centrifugé a 2 500 g durante 5 min a 4°C. Se secé el pellet al
aire durante 10 min y se disolvié en 20 ml de H2O tratada con DEPC. Se incubé

durante 10 min a 55°C y luego se congeld a -20°C.

Transcripcion reversa y reaccion en cadena de la polimerasa. Para la
transcripcion reversa se preparé una mezcla que contenia los siguientes
reactivos del estuche de RT-PCR de Perkin Elmer (Boston, MA): MgCl; (4 ul por
reaccién), amortiguador de reaccion 10X (2 ul por reaccién), H,O estéril (1 pl
por reaccion), dGTP, dATP, dTTP y dCTP (2 pl de cada uno por reaccidn),
inhibidor de RNasa (1 pl por reaccién) y transcriptasa reversa (1 pl por
reaccion). Los 17 pl correspondientes se adicionaron a cada tubo ademds de 1
ul de cada uno de los oligonucleétidos (15 uM) (oligo dT o hexdmeros al azar) y

2 ul de RNA a la concentracién recomendada. Se anadieron 50 pl de aceite
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mineral y se incubaron en el ciclador térmico 15 min a 42°C, 5 mina 99°Cy 5
min a 5°C. A continuacion se llevo a cabo la reaccion en cadena de la polimerasa
y para ésta se preparé una mezcla que contenia los siguientes reactivos del
estuche mencionado: MgClz (4 pl por reaccién), amortiguador de reaccién 10X
(4 pl por reaccién), H20 estéril (65.5 pl por reaccidn) y la polimerasa Taq (0.5
ul por reaccidn). Los 78 pl correspondientes se adicionaron a cada tubo en los
que se habia realizado la transcripcion reversa ademds de 1 ul de cada uno de
los oligonucledtidos empleados como cebadores (15 pM). Se incubaron en el
ciclador térmico 10 min a 95°C, luego 20 ciclos que comprendian 30 seg a 95°C,
1 min a 55°C y 1 min a 72°C, al finalizar los ciclos 10 min a 72°C e
indefinidamente a 4°C.

La secuencia de los oligonucleétidos utilizados como cebadores fue:
Bcl-2 (fragmento cDNA 400 pb)
5 GAC TTC 6CC GAG ATG TCC AG 3 Oligonucledtido sentido
5' 6GC CAC AAG TGA AGT CAACA 3" Oligonucledtido antisentido
Bcl-x (fragmento cDNA 800 pb)
5 TTG GAC AATGGA CTGGTTGA 3" Oligonucledtido sentido
5 GTA GAG TGG ATG GTC AGT G 3 Oligonucleétido antisentido
Bax (fragmento cDNA 300 pb)
5 GAA CAG ATC ATG AAG ACAGG 3 Oligonucledtido sentido
5 GCA AAG TAG AAG AGG GCA AC 3 Oligonucledtido antisentido
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RESULTADOS y DISCUSION
El TNFa causa un estrés oxidativo detectable por reduccion del MTT

Los estudios realizados con el fin de caracterizar la muerte celular que
induce el TNFa coinciden en seiialar al estrés oxidativo como un fenémeno que
acompafia a la misma (Meier, B. et a/, 1989; Das, U. N. et al, 1990; Kretz-
Remy, C. et al, 1996). Sin embargo, poco se conoce acerca de su naturaleza o
de su comportamiento en el tiempo.

Para determinar si el TNFa genera un estrés oxidativo en los
fibroblastos de ratén L929, se realizaron experimentos en la clona L929-P6
con el bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difeniltetrazolio (MTT). El
MTT es una molécula que puede aceptar electrones de alto potencial redox,
como los provenientes de las deshidrogenasas mitocondriales (Slater, T. F. et
al, 1963) o del radical superdxido (Oz") (Burdon, R. H. et al, 1990). La
reducciéon de esta sal de tetrazolio produce formazdn que se utiliza
comdnmente como una medida de actividad respiratoria -y consecuentemente
de viabilidad celular- (Denizot, F. y Lang, R., 1986; Carmichael, J. et al,, 1987
Vistica, D. et al., 1991), ya que el anillo de tetrazolio se rompe por accién de las
deshidrogenasas de mitocondrias activas (Mosmann, T., 1983) y admite los
electrones provenientes del O que se produce colateralmente en la
transferencia mitocondrial de electrones (Halliwell, B. y Gutterige, J. M. C.,
1989; Gardner, J. F. y Boveris, A., 1990). El formazdn que se produce precipita
y forma cristales de tal forma que ya no es soluble en el medio. Con la

posterior solubilizacién de los cristales con isopropanol dcido es posible
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cuantificar la cantidad del MTT que se reduce e indirectamente la actividad

respiratoria de las células.
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Figura 8. Reduccion del MTT por accion del radical superéxido.

En estos primeros experimentos (la figura 9 muestra uno
representativo) se compard la reduccién del MTT de las células que se trataron
con el TNFay de sus controles sin tratar, asi como los cambios que se
observan después de distintos periodos de tratamiento.

Con una exposicion de 12 h al TNFa, no se observé ninguna diferencia
entre controles y las células con fratamiento. A las 24 h el valor de
absorbencia que corresponde a la reduccion del MTT es similar ya sea que las
células estén o no en presencia del TNFa (figura 9B); sin embargo, dado que el
ndmero celular es claramente menor en los pozos que se trataron con la
citocina (figura 9A), los fibroblastos L929-P6 en presencia del TNFa reducen
mds el MTT que sus controles. Esto significa que el TNFa causa un estrés

oxidativo, que presumiblemente ocasionan las especies reactivas con
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electrones de alto potencial de éxido-reduccidn, que se manifiesta a las 24 h

de contacto con las células.
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Figura 9. Reduccion del MTT en las células L929-P6 que se trataron con el
TNFa. Se sembraron 20 000 células por pozo (t=0) e inmediatamente se
afiadié el TNFa los pozos con tratamiento. A las 12, 24 y 36 h se contaron las
células (por duplicado) y se cuantificé la reduccion del MTT (por duplicado) en
pozos paralelos. (A) No. de células que se cuantificé por exclusiéon de azul
tripano en cultivos control y en presencia del TNFa. (B) Reduccién del MTT en
las células control y con tratamiento. El MTT (200 pg/ml) se adicioné 4 h antes
de los tiempos que se indican y se dejé en el cultivo hasta el momento del
conteo celular (ver materiales y métodos). (C) Grdfica que muestra el MTT que
se redujo por célula en cultivos control y con tratamiento. (D) Nimero de
veces que aumenta la reduccién del MTT por célula de los cultivos que se
trataron con el TNFa respecto a sus controles (indice de estrés oxidativo).
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Para hacer claramente visible este efecto, se dividié la reduccién del
MTT (valor de absorbencia) entre el ndmero de células; al graficar los
resultados (figura 9C), se observa que las células control tienen una reduccion
por nimero de célula constante a lo largo del experimento, mientras que en
presencia del TNFa, la reduccién aumenta en el tiempo.

Para obtener un valor que indique cudntas veces es mayor la reduccién
con respecto a los controles, se dividieron ahora los valores de la grédfica C
para las células con tratamiento, entre los valores de las células control. En
adelante esta relacion se referird como indice de estrés oxidativo.

La grdfica D de la figura 9 muestra los valores del indice de estrés
oxidativo que se obtuvieron en este experimento. Mientras a las 12 h el
cociente es cercano a 1, lo que indica que la reduccion es similar en pr'e'sencia o
no del TNFa, alas 24y 36 h se obtienen indices de estrés oxidativo alrededor
de 3 y 6 respectivamente. Estos valores correlacionan con una disminucion del
porcentaje de las células vivas respecto al control para cada tiempo (96, 37 y
17%,alas 12,24y 36 h).

Este experimento se repitio varias veces, la tabla 3 muestra los
resultados de tres de ellos, incluido el que se discutié anteriormente. El
promedio de los indices de estrés oxidativo de los tres se muestra

grdficamente en la figura 10.
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Ne. de células (A) | Abs (570-630) nm Crne/
(B) Ccontrol
(x 10%)
12h | Control |39.5:9.1% 0.2076+0.0043 0.93:0.3
34:26.46? 0.4355:0.0036 1.53:1.07
29:1 .4 0.2825 0.92:0.05
+ TNF | 38.5:8.4 0.1799:0.0041
32.2:1.4 0.2869:0.0051 8.92:0.3
24 h Control 0.3998:0.0421 4.18+0.8 3.2:0.94
. ' r; T: s iy = . [ii
0.3739:0.0150 1.49:0.32
+ TNF o 4410+0.01 13
36 h Control "
95.2:11.9 0.9975:0. 10.5621 1 5.01:1
+ TNF | 30:6.0

0 708610. 0579

0.637020.0258

24.27:4.7

52.5:10.3

Tabla 3. Reduccion del MTT en las células L929-P6 que se trataron con el
TNFa. Resumen de tres experimentos independientes (1, E y 3). Se muestran

los promedios + desviacion estdandar.

to/control)

Unidades arbitrarias
/No. celular

(MTT,
experimen

0

12 24 36
Tiempo (h)

Figura 10. Indice de estrés oxidativo. Promedio de los valores que se
obtuvieron en los experimentos de la tabla 3. Se indica la desviacién estdndar.
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El indice de estrés oxidativo que induce el TNFa correlaciona con la
muerte en las células L929-P6

Con el fin de dilucidar si existe una dosis umbral de las especies
reactivas de oxigeno que se asocie a la muerte, se analizaron los indices de
estrés oxidativo de las células en presencia de concentraciones del TNFa por
debajo de la que utilizamos cominmente (5 ng/ml). Para esto se realizaron
experimentos desde 24 h en presencia del factor, tiempo en el cual ya es
posible ver un aumento en la reduccion del MTT. En la figura 11A se presentan
los indices que se obtuvieron de dos experimentos independientes; por un lado
se observa que prdcticamente no hay efecto diferencial entre las diferentes
dosis y por otro, atn con la menor concentracién (0.078 ng/ml) hay diferencias
con respecto al control. A las 24 h en presencia del TNFa, el indice de estrés
oxidativo tiene valores, en general, entre 1y 2 en todas las concentraciones
que se utilizaron. Esto coincide con un nimero celular que oscila alrededor del
50% con respecto al control, que al ser igual al nimero de las células que se
sembraron originalmente refleja muy probablemente un bloqueo de la
proliferacion celular.

Si el TNFa permanece 36 h con las células el efecto de la dosis ya es
evidente (figura 11B). Cuando se comparan con los indices que se obtuvieron en
los experimentos de 24 h, para todas las concentraciones hay un aumento en el
indice de estrés oxidativo. En este caso todos los valores estdn por arriba de 2
y coinciden con un nimero celular inferior a 50% respecto a las L929-P6 que no
recibieron tratamiento.

Dado que la duracidn del ciclo celular en estos fibroblastos es cercano a
las 24 h, un nimero celular de 50% o mds a partir de las 24 h -si se considera

que en este lapso todas las células ya se dividieron-, puede indicar que, o bien
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oxidativo dependiente de dosis.
Experimentos independientes en los que el TNFa se adiciond durante 24 h a las
concentraciones que se indican. (B) Experimentos independientes en los que el
TNFo. se adiciond durante 36 h a las concentraciones que se indican. (C)
Experimento en que se adicioné el TNFa durante 24 y 36 h a las
concentraciones que se indican. (D) Experimentos independientes en los que el

TNFa se adiciond por 48 h a las concentraciones que se indican.
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existe un equilibrio entre la division celular y la muerte, o bien las células no se
dividieron, o una mezcla de ambos fendmenos. Si el porcentaje es inferior a
50%, esto significa que hay menos células de las que se sembraron, y por lo
tanto ocurrid la muerte celular.

La existencia de un estrés a las 24 h y el aumento del mismo que se
observa a las 36 h indican que se trata de un fenémeno gradual, es decir que
las células con un valor alto tuvieron antes valores menores.

Para corroborar esto se realizé un experimento en el que se calcularon
los indices a las 24 y 36 h. Aunque se observan diferencias con respecto a los
valores promedio de los experimentos anteriores, es obvio un aumento gradual
para las tres condiciones que se estudiaron (figura 11C).

Cuando las células se mantienen en contacto con el TNFa durante 48 h
se observa un comportamiento similar que al de las 36 h (figura 11D). Sin
embargo, algo a destacar es que las desviaciones estdndar son mds pequefias;
una posible explicacion es que en el experimento de 36 h se tenga una poblacién
mixta de las células que se encuentran en distintas fases del proceso de la
muerte, es decir, las células que recién entraron en el proceso (similares a
algunas de 24 h) y las células que se encuentran en fases mds avanzadas o a
punto de morir (como pudieran ser las de 48 h).

Con el propésito de visualizar si puede haber incremento del estrés
oxidativo sin disminucién del nimero celular o viceversa, se graficé el indice de
estrés oxidativo contra el porcentaje del nimero celular (figura 12). Lo
primero que se observé es la ya mencionada correlacion entre indice menor o
igual a 2y 50% o mds de nimero celular, e indice superior a 2 con un nimero
celular menor de 50%, en todos los tiempos y concentraciones. Aunado a esto

se detectaron dos componentes en las curvas; el primero con una pendiente
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muy acusada, que se origina por la clara diferencia en el ndmero celular
respecto al control sin tratar y el poco aumento en estrés y la segunda, que es
asintdtica con respecto al eje de las abscisas, y se origina por una diferencia
menor entre el nimero celular cuantificado para cada dosis y el claro aumento
de indice estrés oxidativo entre esas dosis.

Como ya se menciond anteriormente, con el conteo celular no es posible
distinguir si las células murieron o no progresaron en el ciclo celular. En
cualquier caso, la falta de duplicacién celular en presencia del TNFa puede

explicar la gran pendiente de la primera parte de la curva.
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Figura 12. Curva que se obtuvo al graficar los indices de estrés oxidativo
de la figura 11 vs. el porcentaje de las células respecto al control sin
tratar. En A (24 h), B (36 h) y D (48 h) cada grdfica se refiere a cada uno de
los experimentos independientes. En C se graficaron, a la izquierda los datos
de 24 hy a la derecha los de 36 h.
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Agentes antioxidantes pueden inhibir parcialmente la muerte que causa el
TNFa

Si el aumento de las especies reactivas de oxigeno participa en la
citotoxicidad que se induce por el TNFw, las moléculas con capacidad
antioxidante deberian aumentar la resistencia de las células L929-P6 al efecto
citotéxico de la citocina.

Se probaron seis compuestos, y se encontré que cuatro de ellos son
capaces de conferir resistencia parcial al efecto citotéxico del TNFa (tabla
4).

Los antioxidantes que se utilizaron son de dos tipos. EI DTT, el DTE vy el
2-mercaptoetanol son agentes reductores y funcionan al donar electrones
principalmente a grupos sulfhidrilos, lo que inclina el estado redox de la célula
hacia la reduccién. Este grupo de moléculas no tiene ningdn efecto sobre la
cantidad de especies reactivas ya existentes en un momento dado, ni sobre el
dafio oxidativo en lipidos, proteinas y dcidos nucleicos.

En un segundo grupo se encuentran los antioxidantes como el fenol, el
DMSO y la tirosina capaces de atfrapar electrones no apareados vy
estabilizarlos,. A diferencia de los reductores, estos compuestos pueden
interferir con las reacciones en cadena que culminan en daio celular masivo por
oxidacién. De cualquier forma, el dafio oxidativo sobre macromoléculas y
organelos, una vez que ocurre, es prdcticamente irreversible.

Dadas estas caracteristicas, es de esperar que los agentes reductores
como el DTT sean mds efectivos de manera previa a la generacién del estrés
oxidativo, mientras que trampas de electrones como el fenol funcionen mucho
mejor en el momento en que los radicales libres estdn presentes y no antes ni
después.
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Tabla 4. Efecto de antioxidantes sobre la viabilidad celular de los
fibroblastos L929-P6 en presencia de 5 ng/ml del TNFa durante 48 h. La
viabilidad se calculé como el porcentaje de las células que excluyen azul tripano
con respecto al control sin la citocina.

Esto se probd por medio de curvas temporales de adicién para ambos
compuestos, en los que se midio la viabilidad a las 48 h después de afiadir el
TNFo. El tiempo éptimo de adicién del DTT con respecto al TNFa resulté ser a
las O h (figura 13A), lo cual indica que el estrés oxidativo, que al parecer se
revierte parcialmente por la molécula, ocurre muy rdpidamente después de
anadir la citocina.

En cuanto a la adicion del fenol, el efecto mdximo se observé a partir de
2 h después de poner el TNFo, y alin a las 8 h se mantiene la proteccién
mdxima (figura 13B). Cuando el fenol se adicioné mds alld de las 12 h el nimero

celular ya fue similar al del control sin fenol (datos no mostrados).
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Figura 13. Curvas temporales de adicion de antioxidantes a cultivos de
L929-P6 que se trataron con el TNFa. (A) EI DTT (1 mM) y (B) el fenol
(0.03%) se adicionaron a los cultivos en diferentes momentos con respecto a la
adicion del TNFa (5 ng/ml) y la viabilidad se calculé como el porcentaje del
cristal violeta pegado al plato con respecto al control sin tratar a las 48 h
después del comienzo del tratamiento con la citocina.

Figura 14. Proteccion parcial del fenol contra el efecto citotoxico del
TNFa sobre las células L929. Microfotografia (10X) que se tomé a las 48 h
de tratamiento (A) sin tratamiento, (B) TNFu (5 ng/ml), (C) fenol (0.03%) y (D)
TNFa+fenol.
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En la figura 14 se puede ver el aspecto de un cultivo tratado 48 h con el
TNFo en comparacion con uno en presencia del TNFa+fenol. Notablemente, en
el cultivo conel TNFay fenol las células se observaron en perfecto estado,
sin embargo su nimero fue claramente menor que el del control que sélo tenia
fenol. Esto puede indicar que el fenol bloquea la muerte, pero no la actividad

citostdtica del TNFa., y ésta se asocia quizd a una dosis baja del estrés.

La proteccion parcial contra el efecto citotoxico del TNFa que se asocia a
distintas causas correlaciona con una disminucion en el estrés oxidativo

Otra estrategia para determinar si la generacion de especies reactivas
de oxigeno -que causa el TNFa- tiene o no relacion con la muerte celular, fue
analizar diferentes clonas de los fibroblastos L929 que muestran una
resistencia parcial a la muerte que induce el TNFa.

Las clonas que se analizaron presentan esta proteccién parcial por
distintas causas. Las clonas A2, A3, A4, A5, Bl, B2 y C2 se seleccionaron como
resistentes parciales al TNFo después de someter la poblacion heterogénea
original de los fibroblastos L929 a procesos de transfeccion.

En la figura 15A se muestra el efecto citotoxico del TNFa a lo largo del
tiempo sobre la clona A4 en comparacion con el efecto sobre la clona L929-P6,
sensible al TNFa. Como puede observarse, aunque la viabilidad de la clona A4
es mayor a la de la clona P6, la resistencia no es total y al parecer la muerte
solo se retrasa.

Las clonas D1, D3 y D5 se aislaron como resistentes parciales al TNFa
después de someter la clona L929-P6 a procesos de transfeccion. Previamente,

se reportdé que los inhibidores de la sintesis de RNA o proteinas aceleran el
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proceso citotéxico del TNFa y aumentan la sensibilidad de las células L929 a la
citocina (Branch, D. R. et a/, 1991), por estas razones se probé el protocolo de
la muerte en presencia de la actinomicina D. Estos experimentos eran
importantes ya que una posible explicacidn a la resistencia era la disminucién o
desaparicién de los receptores al TNFa, aunque es posible que los receptores
estén presentes sélo en presencia de la actinomicina D. En estas clonas
también se midié la viabilidad después de tratamiento con el H20;, ya que se
trataba de explorar si las células resistentes al factor también eran
resistentes a un estrés oxidativo que se genera de manera independiente al
TNFo.

Los resultados que obtuvo la QFB Criselda Mendoza en cuanto a la
traslocacién al nidcleo del factor de transcripcién NF«kB, indicaron que la
proteccion parcial que se observa no tiene relacién con la desaparicién o el
funcionamiento defectuoso de los receptores. Asi mismo, la proteccién parcial
en estas clonas se extiende a la citotoxicidad que causa un agente
directamente oxidante como el perdxido de hidrdgeno, lo que indica la
importancia del estrés oxidativo en la muerte que induce en este sistema el

TNFo (figura 15B).
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Figura 15. (A) Efecto en el tiempo del TNFa sobre las clonas P6 y A4. (B)
Resistencia al TNFa, al TNFa+ActD y H:0; de las clonas P6, D1, D3 y
D5. En ambos experimentos la viabilidad se midié por exclusiéon de azul de
tripano (48 h para TNFa, 12 h para TNFa + ActD y 4 h para el H20,).

El siguiente paso consistié en buscar una correlacién entre la proteccion
o resistencia parcial y el indice de estrés oxidativo, que se calculé -como se
explicé anteriormente: (reduccién del MTT/no. de células viables al término del
experimento) / (reduccion del MTT/no. de células viables del control). Las
clonas resistentes al TNFa mostraron un indice inferior a 2 después de 36
h de tratamiento con la citocina, incluida la clona EE29, que se obtuvo por
mutagénesis quimica a partir de la clona sensible L929-CR1 (experimentos que
realizé la QFB Criselda Mendoza Milla) (tabla 5).

Esta correlacién entre un indice de estrés oxidativo menor a 2 y
proteccion parcial ocurre también cuando las células se tratan con el TNFa +

Actinomicina D, o con las ceramidas sintéticas que se utilizaron para imitar el
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efecto de la citocing, ya que la ceramida es un segundo mensajero que participa

en la sefializacion de la citotoxicidad que causa el TNFo (tabla 5).

Tabla 5. Resumen de varios experimentos que muestra la relacidn entre la
viabilidad y el indice de estrés oxidativo de clonas sensibles y resistentes a los
tratamientos con el TNFa, el TNFa + Act D y ceramida.

* Ceramidas sintéticas de cadena corta (C2, C6 y C8)

r

FSTA TESIS NO E ‘
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Y,
g
-
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El TNFa induce también un estrés oxidativo temprano detectable por DCF
que no tiene relacion directa con la citotoxicidad

Existen reportes de que el TNFa genera especies reactivas de
oxigeno en las primeras horas después de aplicar el estimulo (Hennet, T. et a/,
1993). Sin embargo, en los experimentos de reduccion del MTT, el estrés
oxidativo se detecté después de 12 h de tratamiento. Dado que el MTT sélo
capta electrones de un potencial de éxido reduccién alto, se utilizé 2',7'-
diclorofluorescina (DCFH) en su forma diacetato (DCFH-DA), que al igual que
el MTT es permeable a las células, para examinar la posible presencia de
electrones con potencial redox menor. Al oxidarse, el DCFH se convierte en 2',
7'-diclorofuoresceina (DCF) que emite fluorescencia a 520 nm (cuando se
excita a 480 nm), por lo que la intensidad de la fluorescencia a esta longitud de
onda es proporcional a la concentracidén de las especies reactivas de oxigeno
presentes en el interior de la célula.

En la figura 16 se muestra un experimento en el que las células L929-P6
se trataron con el TNFa durante distintos lapsos de tiempo y luego se
cargaron con DCFH. El aumento en la infensidad de fluorescencia que se
observa como un corrimiento a la derecha y se debe a la oxidacién de la
molécula, es detectable desde la primera hora de tratamiento, y alcanzé el
mdximo entre las 12 y 36 h. Es de suponerse entonces que el TNFa induce la
formacién de especies reactivas de oxigeno, posiblemente radicales hidroxilo
aunque no es posible descartar otras como peroxinitritos (Possel, H. et al,

1997), desde tiempos muy tempranos.
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Fig. 16. Efecto del TNFa en la aparicion temprana de especies reactivas de
oxigeno en las células L929-P6 que se detectan por la fluorescencia del
DCF. Histogramas resultantes de la citofluorometria. En el eje de las x se
grafica la intensidad de fluorescencia a 520 nm y en el eje de las y se grafica
el nimero de eventos en cada intensidad de fluorescencia. Las células se
trataron como se describe en el texto y se analizaron de acuerdo a la
descripcidn que aparece en materiales y métodos.

Cuando se compard la oxidacién del DCFH en las clonas resistentes D1,
D3 y D5 con la que se observa en la clona L929-P6 (figura 17) se evidenciaron
dos fenémenos: Por un lado se observé que las clonas resistentes presentan una
mayor intensidad de fluorescencia basal que las células control no expuestas al
TNFa (figura 17, histogramas de la izquierda). Por otro lado, después de afiadir
el TNFa no se advierten diferencias notables entre las células resistentes y la
sensible (figura 17B). Esto refuerza la idea de que este estrés oxidativo no
tiene relacién directa con el efecto citotdxico del TNFa, aunque esto no
significa que pueda ser un prerrequisito sin el cual la muerte no ocurre.
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Figura 17. Efecto del TNFa en las células sensibles (P6) y resistentes
(serie D) sobre la formacion de especies reactivas de oxigeno que se
detectan por DCF. El eje de las x corresponde a la inftensidad de
fluorescencia a 520 nm y en el eje de las y se indica el nimero de eventos
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(células) que presentan determinada intensidad de fluorescencia.
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El TNFo parece evitar que las células completen la fase S del ciclo celular

Desde el comienzo de estos estudios fue evidente que la totalidad de las
células morian en un lapso de tiempo muy largo. Las primeras células comienzan
a morir entre las 18 y 24 h, y el nimero de las células viables disminuye
continuamente hasta que aproximadamente a las 48 h llega a cero. Puede ser
que esto ocurra a causa a una variacion intrinseca del cultivo y dado que las
células no se sincronizaron con respecto al ciclo celular, lo mds obvio es pensar
que al entrar en contacto con el TNFa, las células se encuentran en distintos
puntos de este ciclo.

Como una primera aproximacion a la posible relacién entre el ciclo celular
y la muerte se analizo la distribucion en el ciclo celular de las células
asincronicas después de exponerlas a la citocina. Esto se llevé a cabo al medir
el contenido celular de DNA por medio de citofluorometria de flujo (ver
materiales y métodos). Las células control presentaron el patron caracteristico
de las células proliferantes (figura 18A), en cambio, la citometria de las células
con tratamiento (figura 18B) mostré una disminucion en el nimero de las
células en Go/G, ya que en esta fase del ciclo solo se encontraban el 66% de las
células que se trataron con el TNFa (figura 18C), en comparacion con el 76% de
las células control. También se observa una mayor cantidad de las células en S
(incremento del 9% respecto del control). En cuanto a 62/M, la diferencia no
es significativa y lo mds notable es el corrimiento del pico hacia la izquierda, lo
que podria indicar que las células no completan su fase S y por lo tanto no

entran en G2/M.
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Figura 18. Efecto del TNFa sobre la distribucion de las células en el ciclo
celular. Las células se trataron 24 h con 1 ng/ml de la citocina. Las regiones
M1 a M5 se fijaron para distinguir las células con un contenido de DNA menor a
un juego haploide o sub-Go/G; (M1), las células en 6o/G1 (M2), las células en S
(M3), las células en G2/M (M4) y agregados celulares (M5).

Una pregunta que surgié entonces fue si las células son mds sensibles al
TNFa en alguna de fase particular del ciclo. De los resultados anteriores puede
pensarse que al disminuir las células en G2/M quizd mueren en alguno de estos
puntos o al final de S. Para consolidar estas observaciones se realizaron varios

experimentos en los que se infenté sincronizar a las células en Go/6G.
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En un primer experimento se anadio el TNFa al cultivo en diferentes
intervalos de tiempo (figura 19). Cuando el TNFa estuvo en contacto con las
células las dltimas 12 h del proceso de sincronizacion y se eliminé cuando las
células se resembraron en condiciones proliferantes (ver materiales y
métodos), no se observé ningln efecto citotéxico sobre el cultivo.

Cuando se les afiadié el TNFa a partir de que las células empezaron a
ciclar y se les dejo por 36 h, y se observé un nimero celular cercano al 50%
respecto al control sin tratamiento. Resulté notable que visualmente las células
se encontraban en perfectas condiciones y que tampoco se observaran
fragmentos celulares. Esto llevé a pensar que el efecto sobre el nimero celular
parece deberse mds bien a citostasis y no a citotoxicidad. Ademds, en
comparacion con las células asincronicas que se trataron durante el mismo lapso
de tiempo, el nimero celular fue mucho mayor.

Estas observaciones apoyan la idea de que las células no completan su
ciclo y no se dividen en presencia del TNFa. Por lo tanto, el 50% de las células
con respecto al control solo refleja el hecho de que los controles se dividieron
mientras que las células con tratamiento no lo hicieron.

En el caso de las células que recibieron tratamiento durante 12 h en
diferentes intervalos entre O y 36 h, los porcentajes del nimero celular con
respecto a control estdn todos cerca del 50%.

Cuando se dejé el TNFa durante las segundas 36 h, la viabilidad cayé
incluso por debajo de las asincrénicas con tratamiento durante el mismo
tiempo, lo que sugiere que durante este periodo la desensibilizacion no sélo
desaparece sino que incluso se observa que las células son mucho mds

susceptibles al efecto citotdxico del TNFa.
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Figura 19. Efecto de pulsos del TNFa sobre la viabilidad de las células
L929-P6 sincronicas. Las células asincrénicas se trataron durante 36 h con el
TNFo (5 ng/ml), sobre la flecha se indica la viabilidad al término del
tratamiento. En el caso de las sincrénicas, el tiempo O es el momento en que las
células comenzaron a ciclar, la flecha indica el periodo en el que el cultivo
estuvo en presencia de la citocina y la flecha + la linea punteada se refieren al
tiempo total del cultivo hasta que se evalué la viabilidad. El ndmero celular se
obtuvo por exclusién de azul tripano y se indica como porcentaje de las células
con respecto al control sobre la flecha correspondiente.
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El efecto citostatico del TNFa correlaciona con un indice de estrés de 2

Para comprobar que las células sincrénicas no mueren en las primeras
36 h se realizé el siguiente experimento: aunado al conteo celular se midié la
actividad en el medio de cultivo de una enzima citopldsmica (lactato
deshidrogenasa) como indicativo de la integridad de la membrana.

El conteo celular de los cultivos sincrdnicos y asincronicos que se
trataron durante 12, 24, 36, 48 y 72 h se grafica en la figura 20A y C,
respectivamente. En el caso de los cultivos sincrénicos el nimero celular
permanecié constante hasta las 36 h y sélo hasta las 48 h disminuyé la
cantidad de células. En cambio, los cultivos asincrénicos ya comenzaron a morir
desde las 24 h.

Si se examina el porcentaje de la actividad de lactato deshidrogenasa
(LDH) que se libera al medio de los cultivos sincrénicos encontramos que la
actividad de la enzima es similar entre los cultivos que se trataron y los
controles hasta las 36 h (figura 20B). La actividad enzimdtica en el medio de
los cultivos asincrénicos en presencia del TNFa fue claramente mayor que en
los controles desde las 12 h (figura 20D).

Estos resultados demuestran que las células sincrénicas realmente no
mueren sino hasta después de las 36 h; atn asi el TNFa tiene un efecto, ya que
no permite que las células se dupliquen. Por tanto, el proceso de sincronizacidn
permitié disociar el efecto antiproliferativo o citostdtico del efecto citotdxico
del TNFq, y ademds se demostré que la citostasis precede a la muerte.

En el siguiente experimento se analizo el indice de estrés oxidativo de
las células sincrénicas y asincrénicas que se trataron con el TNFo. En los

cultivos sincrénicos las células que estuvieron 36 h en contacto con la citosina

87



presentaron un indice de 2. El mismo tratamiento en cultivos asincrénicos
provocd la muerte de las células y este efecto se acompafia de un indice de
estrés oxidativo de 6. A partir de las 48 h, cuando ya hay células muertas en
el cultivo sincrénico, el indice de estrés oxidativo también aumenta por encima

de 2.
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Figura 20. Viabilidad de las células sincrénicas y asincronicas que se
trataron con el TNFa. A) Cultivo sincrénico, C) Cultivo asincrénico, B)
Ampliacién de la grafica A entre las 12 y las 36 h, se indican los valores de LDH
que se liberé al medio, D) Ampliacién de la grdfica B enfre las 12 y las 36 h, se
indican los valores de LDH que se liberd al medio. El nimero celuiar se obtuvo
por exclusién de azul de tripano en todos los casos.
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El TNFa causa un aumento en la incorporacion de [3H]-timidina

Para dilucidar si el efecto citostdtico del TNFa ocurre en alguna fase
del ciclo celular, especificamente en G, se realizé el siguiente experimento:
Una forma de saber si las células se detienen en G; y por lo tanto no sintetizan
DNA es medir la incorporacién de [*H]-timidina en de las células.

En el experimento se utilizaron tres concentraciones del TNFa y las
células se trataron durante 18 h. En la figura 21 se analiza la distribucién en el
ciclo celular por medio de citofluorometria de flujo y se observa, como en los
experimentos anteriores, que las células completan cada vez menos la fase S
conforme aumenta la dosis. También es notable el corrimiento a la izquierda
del pico en 400 unidades de fluorescencia que corresponde a G>/M (que
corresponde al doble del contenido de DNA de las células en 6; que se ajusté a
200 unidades de fluorescencia).

En la tabla de la figura 22 se muestra el efecto del TNFa a las
diferentes concentraciones. En el experimento con la concentracion mds baja
(0.07 ng/ml), coinciden un 50% en el ndmero celular, una actividad de LDH
similar a la del control y un indice de estrés oxidativo de 2 (figura 22C).
Cuando el nimero celular cae, la actividad de LDH aumenta, asi como la
reduccién del MTT.

En cuanto a la incorporacién de [*H]-timidina, se observé un aumento por
nimero de célula. Este aumento llega al doble cuando los cultivos se tratan con
5 ng/ml de la citocina. En vista de que el andlisis del contenido de DNA por
citometria de flujo no mostré un aumento del doble en las células en la fase S,
el aumento en incorporacién de [*H]-timidina al DNA puede deberse a un

aumento en la reparacion del DNA. Es posible que esta reparacién sea
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consecuencia de aumento en el dafio a DNA que causan los radicales libres que

se generan en respuesta al TNFa. Es importante notar que ain el tratamiento

con 0.07 ng/ml del TNFa tiene efecto sobre la incorporacién de [*H]-timidina.

Es decir, pareceria que las dosis bajas de especies reactivas de oxigeno que

causan la citostasis, producen también dafio al DNA.
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Figura 21. Citometria de las células que se trataron durante 18 h con el
TNFa. A) Control sin tratar, B) 0.07 ng/ml, C) 0.6 ng/mly D) 5 ng/ml. M1, M2 y

M3 se asignaron para agrupar las células en fase Go/Gi, S y G2/M
respectivamente.
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Figura 22. Efecto del TNFa sobre la incorporacién de [*H]-timidina. A)
Tabla que muestra el efecto de la concentracién del TNFa sobre el nimero de
las células viables, la liberacién de LDH, el estrés oxidativo y la incorporacion
de [*H]-timidina. El tratamiento con el TNFa fue de 18 h. B) Grdfica que
muestra el efecto de la dosis del TNFa sobre el indice de reparacién en el
mismo experimento. C) Grdfica que muestra la dependencia del indice de
estrés oxidativo con respecto a la dosis del TNFa en el mismo experimento.
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El tratamiento con el TNFa de las células L929-P6 que se sincronizaron no
provoca cambios en el ciclo celular ni en la generacion temprana de
especies reactivas de oxigeno

Con la finalidad de examinar si las células L929-P6 que se sincronizaron
muestran un comportamiento diferente a las células asincrénicas en la
distribucidon en el ciclo celular cuando se tratan con el TNFa, se trataron las
células sincrénicas y asincronicas con la citocina y se analizaron por citometria
de flujo. En la figura 23 se muestran los resultados de este experimento: con
las células asincrénicas obtuvimos resultados similares a los que observamoss
anteriormente (fig. 23B), mientras que en el caso de las sincrénicas no se
observa un cambio en la distribucién de las células en el ciclo por efecto del
TNFo (fig. 23D). También es de notar que si bien, por los experimentos
anteriores de viabilidad celular en combinacién con los experimentos de
liberacién de LDH, se sabe que las células que se sincronizan y se tratan con el
TNFa no se duplican, estas células no se detienen en la fase 6.

Estos resultados correlacionan con la sensibilidad al efecto citotdxico
del TNFa con los cambios que se observan en la distribucién de las células en el
ciclo.

Por dltimo, se trataron con la citocina las células sincrénicas y
asincrénicas para elucidar si en las células sincronicas se generan especies
reactivas de oxigeno de aparicién temprana de forma similar a lo que ocurre en
las células los diferentes tratamientos y se leyé la fluorescencia que emite la
molécula al oxidarse y convertirse en DCF.

Uno de los hallazgos mds importantes en este experimento fue que en las
células que se sincronizaron ya estdn presentes las especies reactivas desde el

tiempo O, es decir el momento en que los cultivos empiezan de nuevo a ciclar y
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adn no reciben el tratamiento con el TNF« (fig. 24B). Aln a las 24 h se observé
que en las células sincrénicas se genera una mayor cantidad de especies
reactivas de oxigeno incluso sin tratamiento (fig. 24E y F). Estos datos apoyan

los resultados anteriores con las clonas resistentes al TNFa por transfeccidn.
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Figura 23. Andlisis del ciclo celular de las células que se trataron con el
TNFa. (A)y (C) células L929-P6 asincrénicas, (A) sin tratar y (C) en presencia
de 5 ng/ml del TNFa; (B) y (D) células que se sincronizaron, (B) sin tratar y (D)
en presencia de 5 ng/ml de la citocina. M1, M2 y M3 se asignaron para agrupar
las células en fase Go/6Gy, S 'y G2/M respectivamente.
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Figura 24. Generacion de especies reactivas que se detectan por DCF en las
células asincronicas y sincronicas. Células asincronicas (A, Cy E) al tiempo O
(A) y a las 24 h sin tratar (C) y con 5 ng/ml del TNFa (E) y células sincrénicas
(B, Cy F)al tiempo O (B) y a las 24 h sin tratar (D) y con 5 ng/ml del TNFa (F).
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RESUMEN DE RESULTADOS y DISCUSION

La medicién de la reduccion del MTT resulté ser un método dtil para
detectar el estrés oxidativo causado por el TNFa en las células L929.
Se asigno un valor numérico al estrés oxidativo a partir de los datos de
reduccion del MTT, el indice de estrés oxidativo.

Este indicador correlaciona con la muerte de las células L929.

La proteccidn parcial contra el efecto citotdxico correlaciona con una
disminucion en el indice de estrés oxidativo.

En contraste con los resultados obtenidos con MTT, el estrés oxidativo
detectado tempranamente por oxidacion del DCF no correlaciona con la
citotoxicidad inducida por la citocina en estas células.

Las células tratadas con el TNFa no terminan de duplicar su DNA y por
lo tanto no ingresan a la fase G2/M del ciclo celular.

Los cultivos de L929 que se tratan con la citocina cuando se encuentran
mayoritariamente en fase Go/G; son sensibles al efecto citostdtico del
TNFa, lo que correlaciona con un indice de estrés oxidativo inferior a

dos y proteccion frente a la muerte inducida por la citocina.

En conclusion:

Se identificé un umbral de estrés oxidativo a partir del cual ocurre la muerte

de las células L929 que corresponde a un indice de estrés oxidativo igual a 2.
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PERSPECTIVAS

Dado que el hallazgo central de este trabajo se refiere a la
correlacion entre el valor que denominamos indice de estrés
oxidativo y la muerte que induce el TNFa, seria muy interesante
extrapolar lo que ocurre en este sistema a otros sistemas en los
que la muerte ocurre debido a otros factores y en los que también
se encuentra presente el estrés oxidativo. Si se obtuvieran
resultados similares, la medida bioquimica de estrés oxidativo que
determinamos seria un pardmetro Util en una gran variedad de
sistemas de citotoxicidad en los que quizd la via de sefializacién de
las caspasas no esté involucrada o al menos no sea una via central.

Seria interesante corroborar que los tratamientos con las
moléculas antioxidantes que protegen del efecto citotéxico del
TNFa evitan el aumento en el indice de estrés oxidativo y por lo
tanto se mantiene la correlacidn entre éste y la muerte.

Para completar los estudios acerca de la relacion entre el ciclo
celular y la muerte causada por el TNFa es necesario realizar
experimentos en los que se sincronicen las células L929 en otras
fases del ciclo celular distintas de 60/6:.

También seria importante explorar la presencia y/o actividad de
moléculas que pudieran estar involucradas en la muerte celular,

pero también son reguladoras del ciclo celular como p53 y p21.



DISCUSION GENERAL

1. ¢Cudl es la aportacion central de este trabajo de tesis?

Entre los resultados que se presentan en esta tesis, algunos que ya
reportamos y otros controversiales, cabe destacar la identificacién de un
umbral de estrés oxidativo que correlaciona con la muerte que induce el TNFa.
Este umbral a partir del cual el dafo citotéxico es irreversible (lo que llamamos
indice de estrés oxidativo mayor que 2), es un concepto que se presupone casi
siempre pero que, hasta donde tenemos conocimiento, ningin grupo de
investigacion en el drea ha caracterizado. El dnico reporte al respecto es el de
nuestro grupo (Gémez, E. O. et al, 1996) (ver anexo), en el que se exponen
algunos de los resultados que se presentan en este trabajo.

La blsqueda y caracterizacion de un umbral de estrés oxidativo durante
la muerte celular tiene importancia por lo que puede significar para la
comprension del proceso en toda su complejidad, es decir, porque se puede
intentar responder a preguntas como las siguientes: ¢Es posible revertir el
proceso, con un estrés oxidativo justo por encima del umbral, proporciondndole
a la célula las condiciones necesarias para potenciar los mecanismos de
reparacién de macromoléculas?, ¢qué ocurre en la célula, en cuanto a defensas
antioxidantes y/o mecanismos de reparacion, alrededor del valor umbral? ¢Es
entonces este umbral definitorio para la reversibilidad o no del proceso?

El umbral de estrés oxidativo que en nuestro sistema de estudio
correlaciona con la muerte, se identificé de manera indirecta por reduccion de
una molécula que acepta electrones del radical superéxido. Estamos
conscientes de que seria importante medir el estado redox de la célula como un

pardmetro mds directo del estado de oxidacidn global.
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También resultaria interesante estudiar en otros sistemas, tanto en
diferentes tipos celulares como con varios efectores de muerte, si este umbral
estd presente, o si es de la misma magnitud que en nuestro modelo. Son
posibles varios escenarios, quizd en algin caso ocurra que la magnitud del
umbral no sea la misma y se puede pensar que la maquinaria de reparacion
celular se encuentra entonces en diferentes niveles de actividad. Mientras
menor sea el umbral quizd la maquinaria de reparacidn sea mds deficiente y

viceversa.

2. ¢Tiene la molécula Bcl-2 un papel en este sistema?

Como una estrategia para determinar si la generacion de especies
reactivas de oxigeno -que causa el TNFa- tiene o no relacion con la muerte
celular, se decidié transfectar los fibroblastos L929 con el gen de la proteina
Bcl-2. Bcl-2 y otros miembros de la misma familia son capaces de proteger de
la muerte que causan diversos estimulos (Sato, N. et al, 2002; Kim, Y. H. et al,
2003), y existen reportes de que su efecto, al menos en algunos casos es
antioxidante (Khar, A. et al/, 2003; Jang, J. H.y Surh, Y. J., 2003).

Se realizaron transfecciones con dos tipos de pldasmidos. El pldsmido
pBabePuroBcl-2 tiene el gen de Bcl-2 bajo el control de un promotor
constitutivo del virus de Moloney de la leucemia murina (Mo MuLV LTR),
mientras que en el pldsmido pLKNeoBcl-2 la expresion de Bcl-2 la controla un
promotor inducible, el receptor de glucocorticoides activable por
dexametasona (tabla 6).

La expresion constitutiva se examind primero al transfectar células
L929 tal como se obtuvieron de In Vitro, S. A. De este experimento se aislaron

siete clonas resistentes al antibiético de seleccién (puromicina 8 pg/ml).
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Cuando se examind la expresion de Bcl-2 por inmunoandlisis, en tres de las

clonas no se detectd la proteina (fig. 25B).

Tabla 6. Resumen de clonas que se obtuvieron por transfeccion.
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A2 A3 A4 A5 B1 B2 (2

% de viabilidad respecto al contro!

*%; M expresidn de Bel-2 detectable por western

Figura 25. Expresion de la proteina Bcl-2 y efecto del TNFa en clonas que
se transfectaron con pBabePuroBcl-2. A) Western-blot de extractos
proteicos totales con un anticuerpo antiBcl-2. Las clonas se aislaron después de
la transfeccion del pool de células L929 y la viabilidad de las mismas (B) se
midid por cristal violeta después de 48 h de tratamiento con 5 ng/ml del TNFa.

Todas estas clonas mostraron resistencia al TNFa aunque no expresaran
la proteina de manera detectable (fig. 25A). Durante la seleccién con
puromicina fue evidente que existe una gran variabilidad entre las células
L929. De hecho, se sabe que es posible obtener clonas resistentes al TNFa, si
se parte de las células originales, simplemente por seleccidn en presencia de la
citocina.

Lo que esto significa es que las células que se aislaron como resistentes
a puromicina, y a las que posteriormente se les comprobé su resistencia al
TNFa (A2, A3, A4, A5, B1, B2 y C2) no provienen de células idénticas. En este
momento no es posible saber el fenotipo de las células individuales que se
transfectaron y lo mds probable es que tuvieran distintos niveles de
sensibilidad al factor. En consecuencia, por un lado es dificil determinar el

efecto protector que se debe a Bcl-2 y por otfro, la heterogeneidad inicial del

cultivo puede explicar la resistencia de las clonas A2, A3y A5.
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A raiz de los resultados de esta transfeccidn se decidid transfectar
pBabePuroBcl-2 en la clona L929-P6; esta clona es sensible al antibidtico de
seleccion (puromicina 3 pg/ml) y al TNFo.

Se aislaron y caracterizaron tres clonas que se transfectaron con
pBabePuroBcl-2 (D1, D3 y D5) y una que se transfectd con el vector vacio como
control (PR2) (ver tabla 6).

Aunque las clonas D1y D5 no parecen expresar la proteina (figura 26A),
resultaron ser tan resistentes como la clona D3 (ver en resultados la figura
15B). En este caso las tres clonas provienen de la misma célula parental L929-
P6 sensible al TNFa, por lo que postulamos que en las clonas que no expresan
Bcl-2 detectable por inmunoandlisis de alguna forma la transfeccién indujo la
resistencia al TNFa y al estrés oxidativo que se genera por H;O,.

La primera posibilidad que se examiné fue que si bien la expresién de
Bcl-2 en las clonas D1y D5 no fue detectable, quizd si se exprese por debajo
de los niveles de deteccidn. Por esta razon se.‘ decidié analizar la expresion del
RNA mensajero de Bcl-2 en estas células; después de realizar transcripcion
reversa (RT) y reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se encontré que en
las clonas D1 y D5 el mensajero de Bcl-2 es igual de abundante que en la
parental (L929-P6) (fig. 25B).

El andlisis de estos resultados se complicé ain mds cuando se obtuvieron
clonas que se transfectaron con el vector pBabePuro carente de inserto que

resultaron ser resistentes también al TNFa.
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P6 D1 D3 D5

P6 A4 B1 D1 D3 D5

Figura 26. Deteccion del mensajero y la proteina Bcl-2. A) Western-blot
con un anticuerpo antiBcl-2, B) Transcripcion reversa y reaccién en cadena de
la polimerasa con iniciadores especificos para el mensajero de Bcl-2.

Ya que Bcl-2 forma parte de una creciente familia de proteinas que
agrupa tanto a proteinas capaces de bloquear la muerte, como a otras que la
pueden acelerar (Borner, €., 2003) se decidié analizar por RT y PCR la posible
expresion de otros miembros de la familia. De entre el grupo que protege de
muerte se analizé también el mensajero de Bcl-x., encontrdndose que en las
tres clonas se sobreexpresa con respecto a la parental (figura 27A).

En general se piensa que el balance entre los dos tipos de proteinas,
inhibitorias y promotoras de muerte, es importante para la supervivencia
celular. Por esta razén era importante conocer los niveles de expresion de Bax,
cuya sobreexpresion induce muerte celular (Xu, Z. W. et al., 2002). En todas
las clonas que se analizaron, ‘excepto la L929-P6, el RNAm de Bax presento
niveles similares y se observé una banda intensa después de 20 ciclos de

amplificacion (figura 27B). En conjunto, estos datos indican que las clonas
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resistentes DI, D3 y D5, a diferencia de la clona L929-P6, presentan un
balance favorable de Bcl-2/Bcl-x, con respecto a Bax, lo cual puede explicar su

fenotipo resistente al efecto citotdéxico del TNFa.

BC’-XL

Bax

Figura 27. Transcripcion reversa y reaccion en cadena de la polimerasa de
los transcritos de A) Bcl-x_ y B) Bax.

Por supuesto, existen otras posibles explicaciones. Nuestra experiencia
en el laboratorio es que el proceso de transfeccion por si solo puede generar
clonas resistentes al TNFa. Al parecer, el estrés que sufren las células que
sobreviven cuando se someten a la transfeccion es suficiente para que se
activen defensas celulares que bien pudieran luego proteger a las células
cuando se tratan con la citocina. Si bien no exploramos la estabilidad de la
insercidn, es posible que la movilidad del transgen o de otra secuencia del
pldsmido pudiera activar una maquinaria general de defensa que coincidiera con
la maquinaria de proteccion contra el TNFa. En cualquier caso, la aparicion de
clonas resistentes al efecto citotéxico del TNFa que no expresan Bcl-2 hace
imposible asignar un papel protector a la sobreexpresion de esta proteina.
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Aunque este punto es controversial, documenta un fendmeno recurrente pero
casi sin estudiar: el efecto de la transfeccidn, transitoria o estable, sobre
diferentes aspectos de la fisiologia celular. Nuestros hallazgos sugieren que al
menos la susceptibilidad a la muerte por efectores especificos como el TNFa o

por efectores inespecificos como el H,O, puede afectarse por este proceso.

3. L929 y el TNFa: cnecrosis o apoptosis?

El tipo de muerte que causa el TNFa en las células L929 también es
motivo de controversia. Asi como existen reportes en los que estas células
presentan caracteristicas de apoptosis al tratarse con la citocina, como la
degradacién internucleosomal del DNA (Mirkina, I. I. et al, 1996) y la
condensacion de la cromatina (Fady, C. et al, 1995), también se publicé que
estos sucesos no se presentan (Humphreys, D. T. y Wilson, M. R., 1999). El
punto de desacuerdo se profundiza ya que al acelerar la muerte por la adicién
del inhibidor de la transcripcion Actinomicina-D, las caracteristicas de este
proceso son diferentes que con solo el TNFa.

Como resulta obvio desde el comienzo de esta discusion, es muy
importante determinar las caracteristicas particulares de las células L929 con
que contamos en el laboratorio. Con este fin decidimos aclarar si ocurrian o no
los cambios apoptdticos en particular en cuanto a los dcidos nucleicos. En
conclusién, detectamos cambios de tipo apoptotico cuando las células se
trataron simultdneamente con el TNFa y actinomicina-D pero fuimos incapaces
de obtener evidencia de muerte apoptdtica cuando el tratamiento fue
dnicamente con el TNFa. Esto coincide con publicaciones recientes en las que
queda claro que el TNFa sélo provoca en estas células un tipo de muerte

necrética que se caracteriza por dafio inespecifico al DNA (Humphreys, D. T. y
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Wilson, M. R., 1999), estrés oxidativo que se deriva del dafio mitocondrial
(Goossens, V. et al, 1999a; Goossens, V. et al, 1999b), disrupcién de la
membrana plasmdtica que puede evidenciarse por exposicién de
fosfatidilserina sobre la superficie celular (Humphreys, D. T. Y Wilson, M. R,
1999), activacion de PARP-1 (Los, M. ef al, 2002) y sensibilizacién por
inhibidores de caspasas como Ac-YVAD-cmk, zDEVD-fmk o zVAD-fmk
(Vercammen, D. et al, 1998), es decir, independiente de caspasas. Por otro
lado, cuando se utiliza la citocina mds la actinomicina-D, se observan
caracteristicas de muerte apoptdtica en cuanto a cambios nucleares y el
patrén de fragmentacion de DNA (Humphreys, D. T. Y Wilson, M. R., 1999).

Resultados sin publicar del Bidl. José Luis Ventura en nuestro
laboratorio, al analizar el procesamiento de PARP-1 durante la muerte de los
fibroblastos L929-P6é que se tratan con el TNFa, revelan que no se presentan
los cortes caracteristicos que median las caspasas.

La conclusién de nuestro grupo de trabajo, que coincide con la de la
mayoria de los grupos del drea, es que los fibroblastos L929 que se tratan con
el TNFa. mueren por un proceso necrdtico y no apoptotico. Esto no quiere decir
que se trate de un fendmeno menos interesante o como muchas veces se
maneja de un proceso poco represen‘ra’rivb de las condiciones fisioldgicas.
Actualmente las caracteristicas de la muerte fisioldgica e incluso de la muerte
celular programada no se restringen a datos morfoldgicos estrictos y
- excluyentes de apoptosis. Existen mdltiples reportes de sistemas en los que la
muerte celular no puede catalogarse como apoptosis o necrosis, sino que
muestran caracteristicas mixtas e incluso algunas particulares. Esto lo que
quiere decir es que cualquier modelo de muerte es mucho mds complejo de lo

que se pensé con anterioridad.
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4. Muerte y ciclo celular

El reporte mds antiguo con respecto a la relacién entre la muerte de las
células L929 que causa el TNFa y el ciclo celular, menciona que moléculas que
bloquean la proliferacién celular como el TGFB protegen del efecto citotéxico
(Belisario, J. E. y Dinarello, C. A., 1991). Nuestros datos, que obtuvimos de dos
tipos de experimentos apuntan a conclusiones similares. Por un lado se
encuentra la observacién inicial durante el tratamiento con dexametasona para
inducir el promotor sensible al glucocorticoide; la dexametasona a una
concentracion de 10 pM inhibe la proliferacion de las L929-P6 y experimentos
posteriores de la QFB Criselda Mendoza-Milla demostraron que este
tratamiento detiene a las células en la fase 6, del ciclo celular. Este fenémeno
correlaciond con la proteccion de la muerte que media el TNFa

El otro grupo de experimentos, los que se realizaron con células que se
traté de sincronizar, hace pensar que las células L929-P6 no son sensibles al
efecto citotoxico del TNFo mientras permanezcan en la fase 6,
probablemente en la porcion mds temprana de esta fase.

Sin embargo, debe quedar claro que una relacion estrecha entre ciclo
celular y muerte no es la tnica explicacion posible. Tanto en el caso de la
sincronizacién de las células como con el tratamiento con dexametasona
existen alternativas en las que esta correlacion no es mds que una coincidencia.

Por ejemplo, la dexametaxona, ademds de su efecto sobre la
proliferacion celular, desencadena la expresién de diversos genes que
participan en la proteccion frente a la muerte celular (Gascoyne, D. M. et al,
2003). Ahora bien, en cuanto a la sincronizacién lo que podria ocurrir es que se
trata de un proceso estresante que activa la expresion y/o funcion de

moléculas que protegen entre otras cosas del estrés oxidativo. Al poner a las
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En nuestro sistema, la enzima PARP-1 parece ser la responsable de la
mayor parte del proceso de reparacion, lo que lleva al consumo casi total del
ATP. Al considerar que un inhibidor de la PARP-1, la 3-aminobenzamida,
obviamente empeora la destruccion del DNA, pero disminuye la muerte celular,
se sugiere que la reparacion del DNA subsecuente al dafio es un componente
mds importante en la citotoxicidad, que el dafio oxidativo per se (Shoji, Y. et

al, 1995).

5. ¢Y entonces?

Con base en los datos que se obtuvieron durante el desarrollo de esta
tesis, proponemos un modelo que trata de explicar de forma global la relacion
entre el estrés oxidativo que se genera por la activacién de la via de
transduccion del TNFa, los efectos sobre ciclo celular y la muerte sobre las
células L929-P6. Uno de los hallazgos sobresalientes de este trabajo fue la
identificacion de un umbral de reduccién de MTT a partir del cual se inicia la
muerte que induce el TNFa.

La unién del trimero del TNFa a sus también triméricos receptores, que
se encuentran en la membrana plasmdtica de las células L929, produce un
aumento de especies reactivas de oxigeno (presumiblemente radicales
hidroxilo) detectables desde la primera hora de tratamiento.  Muy
probablemente este estrés oxidativo inicial cause dano generalizado sobre las
macromoléculas celulares, como el que detectamos sobre el DNA incluso con
dosis muy baja de la citocina. Simultdneamente se encienden las vias de
proteccion en las que participan las proteinas TRAF y NF-«kB (Chu, Z. L. et al,
1997; Wang, C. Y. et al, 1998) y en respuesta al dafo oxidativo sobre el DNA

se activa PARP-1 lo que desencadena las consecuencias que ya mencionamos.
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Ahora bien, nosotros proponemos que la oxidacién del DNA también provoca la
expresion de proteinas cuya funcion es sensar el estado del DNA, como p53. El
Bidlogo José Luis Ventura, durante su tesis de maestria, demostré que en las
células que se tratan con el TNFa se induce la expresion de esta proteina, lo
cual puede nos hace pensar que puede ejercer sus funciones como punto de
control durante la fase 6; del ciclo celular. La idea es que el dafo masivo al
DNA, que probablemente corresponda en el tiempo, al estrés que podemos
detectar con MTT y que seguramente significa también dafio mitocondrial
masivo, causa el aumento de p53 y esto tendria como consecuencia que las
células se detuvieran en la fase G; de su ciclo. Esto no es posible observarlo en
las células asincrénicas ya que seguramente el porcentaje de células que
atraviesan el punto de control en G; que se regula por p53 es pequefio. Ahora
bien, en las células sincrénicas es notable el efecto citostdtico que ocurre
cuando se fratan con el TNFa, sin embargo las células si entran en la fase S e
incluso a las 24 h ya entraron a G2/M. Al parecer en este caso puede funcionar
un punto de control en 62/M ya que a las 36 horas todavia no se dividen,

En nuestro modelo la mayoria de las células que se tratan con la citocina
acceden a la fase S del ciclo celular, el dafio al DNA requiere de la maquinaria
de reparacién (PARP-1, por ejemplo) y muchas de las moléculas necesarias para
la replicacion del DNA se reclutan para reparar el dafio oxidativo a gran escala.
En dltimo término, la célula es incapaz de contender con esta doble necesidad y
no puede completar la fase S, lo que nosotros observamos como un corrimiento
hacia la izquierda del pico normalmente correspondiente a G2/M.

Esto modelo explica también por qué todas las condiciones que provocan
que las células se detengan en la fase 6, es decir, que no requieran de sintesis,

se protegen del efecto citotéxico del TNFa.
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