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Efecto del peróxido de hidrógeno en la adhesión de fibroblastos L929 a
vitronectina.
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1. RESUMEN.

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) han sido identificadas

recientemente como mediadores importantes en la regulación de la actividad

de diferentes proteinas involucradas en procesos de senalización indicando

que pueden participar en el control de la apoptosis, la adhesión, la proliferación

o la migración celular. La adhesión celular es un proceso fundamental que

regula la organogénesis y la diferenciación en organismos eucariontes. Su

función es mantener la arquitectura tisular, al mismo tiempo que transmite

señales. Se ha descrito que el peróxido de hidrógeno (H202) modifica la

adhesión de diferentes estirpes celulares. Los mecanismos involucrados no se

conocen claramente, por lo que en el presente proyecto se analizó el efecto del

tratamiento in vitro con H202 en la adhesión a vitronectina, el rearreglo del

citoesqueleto de actina, la distribución de paxilina y fosforilación en residuos de

tirosina de paxilina de fibroblastos L929 con el propósito de analizar el

mecanismo por el cual el H202regula la adhesión.

Los resultados indican que: 1) el H202 200 JlM disminuye la adhesión

(80%) de fibroblastos L929 a vitronectina; 2) la adición simultánea del

antioxidante NAC 5 mM previene el efecto inducido por H202; 3) los efectos de

H202 y NAC en la adhesión involucran modificaciones en el rearreglo del

citoesqueleto de actina y en la redistribución de paxilina; 4) en este modelo,

MAPK p38 participa en la desorganización del citoesqueleto de actina

producido por H202, pero no en la regulación del proceso de adhesión y 5) los

tratamientos con H202 y H202/NAC no modifican la activación de paxilina

mediada por fosforilación en residuos de tirosina.

El esclarecimiento del mecanismo por el cual el H202 y otras ERO

regulan la adhesión mediada por integrinas podrfa justificar el uso de

antioxidantes como tratamientos adyuvantes para el tratamiento de patoloqías

relacionadas con las ERO como el cáncer, la ateroesclerosis, el síndrome de

Alzheimer y el proceso neurodegenerativo.
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11. ANTECEDENTES

1. Especies Reactivas de Oxígeno.

El oxigeno molecular (02) es indispensable para la supervivencia de los

organismos aerobios. Durante el metabolismo aerobio se llevan a cabo

reacciones de óxido-reducción que convierten la energla proveniente del

transporte mitocondrial de electrones en enlaces fosfato de alta energla

presentes en moléculas como el ATP. El complejo mitocondrial citocromo C

oxidasa cataliza la reducción del 02 a H20. La reducción parcial del oxigeno

durante estas reacciones genera metabolitos altamente reactivos; como el

anión superóxido (02"), peróxido de hidrógeno (H202) y radical hidroxilo (OH-).

Estos metabolitos parcialmente reducidos reciben el nombre de especies

reactivas de oxigeno (ERO) (Thannickal, 2000).

1.1 Generación de ERO.

Las ERO pueden ser producidas por fuentes endógenas y exógenas

(Tabla 1). Las fuentes endógenas incluyen: el metabolismo mitocondrial

(fosforilación oxidativa), el metabolismo de P450, peroxisomas y células

activadas que regulan la respuesta inflamatoria.

Tabla 1. Generación de ERO

OXIDANTES FUENTE ESPECIES OXIDANTES
CELULARES

Mitocondria 02", H202, -OH
Endógenos Citocromo P450 02", H202

Células inflamatorias 02--, H202
Peroxisomas H202

Exógenos Metales (reacción de Fenton) -OH

Radiación -OH
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Durante el metabolismo mitocondrial, alrededor del 4 % del consumo

total de oxigeno se utiliza en la generaci6n de ERO. Las oxidoreductasas

asociadas a membranas son otra fuente importante de generaci6n de ERO.

Las más estudiadas son la familia P450 y b5, que oxidan ácidos grasos

insaturados o xenobi6ticos y reducen el Ch formando H202 y/o 02". Otro

sistema enzimático muy activo en la producci6n de ERO es el complejo

asociado a la membrana plasmática, NADPH oxidasa. Este complejo produce

02" mediante la reducci6n de oxigeno utilizando NADPH como donador de

electrones (Esquema 1). La xantina oxidasa, aldehído oxidasa, flavoprotein

deshidrogenasa y triptofano dioxigenasa, son otros ejemplos de enzimas que

pueden generar ERO durante su ciclo catalftico (Freeman, 1982) (Esquema2).

Esquema 1. Estructura del complejo NADPH oxldasa. El complejo está formado por varias
subunidades: p22 y la subunidad catalitica gp91 (localizadas en vesiculas membranales) y
también por p47, p67 Y la GTPasa Rac (localizadas en el citoplasma). Modificado de DrOga.
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Esquema 2. Vías de producción y eliminación de ERO.

El metabolismo mitocondrial o enzimas como la xantina oxidasa y el complejo NAD(P)H
oxidasa generan ani6n superóxido, el cual es convertido a peróxido de hidrogeno por acción de
la super6xido dismutasa. La reducción del per6xido de hidrógeno por la catalasa o la GSH
peroxidasa genera agua como producto final. El glutatión usado por la GSH peroxidasa es
regenerado por la acci6n de la GSH reductasa que utiliza NAPDH como donador de electrones .
Modificado de DrOge.

Los peroxisomas son otra fuente importante de la producción total de

H202 (Boveris, 1972). Contienen enzimas que generan H2~, eomo la glieolato

oxidasa, urato oxidasa, L-a-hidroxiácido oxidasa y acil-CoA oxidasa. La

catalasa peroxisomal utiliza el H2~ producido por estas oxidasas, para oxidar

otros sustratos mediante reacciones de peroxidación que son importantes en

los procesos de destoxificación del hlgado y riñón (Tolbert, 1981).

Los neutrófilos, eosinófilos y macrófagos son otra fuente endógena de

ERO. Cuando estas células se activan, se incrementan los niveles de anión

superóxido, peróxido de hidrógeno y óxido nitrieo.
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Respecto a las fuentes exógenas, se sabe que carcinógenos no

genotóxicos inducen la generación de ERO en diferentes estirpes celulares

(Rice-Evans, 1993). Compuestos clorados, radiación, iones metálicos, ésteres

de forbol y algunos compuestos con actividad sobre peroxisomas, son algunos

ejemplos de agentes que han mostrado inducir la producción de ERO y daño in

vitro e in vivo (Klaunig, 1997). Por ejemplo, el reactivo 2-butoxietanol induce la

producción de ERO y la generación de cáncer en hlgado de ratón (Seisky,

2002).

1.1.1 Peróxido de hidrógeno (H:z02J.

El peróxido de hidrógeno (H202) puede formarse espontáneamente o por

la acción de la enzima superóxido dismutasa (SOO). Es una molécula mucho

más estable en comparación con el OW y el Ü2-e y, dadas sus propiedades

generales (tamaño pequeño, alta reactividad y capacidad de difundir), puede

atravesar la membrana mitocondrial y funcionar corno segundo mensajero

(Chance, 1979; Pavlovíé, 2002). En presencia de metales de transición puede

generar radical hidroxilo mediante la reacción de Fenton. Se ha reportado que

el H202 es capaz ínacñvar a las enzimas gliceraldehldo-3-fosfato

deshidrogenasa y fructosa bifosfato de cloroplasto mediante la oxidación de

tioles -5H en sitios activos (Brodie, 1987).

1.1.2 Radical hidroxilo (Ofr).

El radical hidroxilo puede ser generado por reacciones del tipo Fenton

(1) o por la fisión homolltica de puentes 0-0 inducida por radiación UV (2):

(1) Fe2+ + H2Ü2 -. complejos intermediarios -. Fe (11I) + OW + OH­

w
(2) H-O-O-H 2 OH"
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El radical hidroxilo es considerada una de las especies oxidantes más

daf'iinas. Debido a su vida media corta y alta reactividad, el OH" actúa en los

sitios cercanos donde se produce. El daño oxidativo que puede generar está

determinado por la ubicaci6n de los metales de transici6n en la célula. Puede

interaccionarcon ácidos nucleicos, Iipidos y proteínas (Betteridge, 2000).

1.1.3 Anión superoxido (02-°).

El ani6n super6xido (Ü2..) se forma en prácticamente todas las células

aerobias y su principal fuente son los neutr6filos. En soluci6n acuosa el 02"

puede generar per6xido de hidrógeno (H202) mediante una reacci6n de

dismutaci6n(3).

En la mayorla de los sistemas biológicos la generaci6n de 02"

usualmente resulta en la formaci6n de H202. En comparaci6n con OW, el Ü2"

es menos reactivo y la reacci6n con ácidos nucleicos, Iipidos o aminoácidos es

muy lenta. El daño generado por Ü2" se debe a las posibles reacciones con

otros radicalespara formar moléculasmás reactivas y dañinas.

1.2 Efecto de las ERO en la célula.

El efecto de las ERO sobre la célula depende del sitio donde son

originadas, su concentraci6n y tiempo de eliminaci6n. En bajas

concentraciones las ERO regulan procesos de sef'ializaci6n celular, por lo que

su producci6n es finamente regulada y las moléculas blanco sumamente

especificas (Finkel, 2003). Por otro lado, cuando hay un incremento en la

producci6n de ERO y el sistema antioxidante no es capaz de balancearlo, la

célula entra a un estado denominado estrés oxidativo en el cual el DNA, las

protelnasy los Iipidos son dañados (Esquema3).
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• DNA
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• otras

Esquema 3. Generación y efecto de las ERO en la célula.
la concentración de ERO determina su efecto sobre la célula. Altas concentraciones de ERO
producen daño a DNA, IIpidos y proteinas. En bajas concentraciones las ERO modíñcan vias
de senalización que regulan diversos procesos celulares.

1.2.1 Estrés oxidativo.

El término estrés oxidativo indica una situación de desequilibrio entre la

producción de ERO y las defensas antioxidantes, en favor de las ERO (Sies.

1985). El estrés oxidativo puede ser resultado de:

1. Disminución de antioxidantes enzimáticos.

2. Deplecíón de antioxidantes no enzimáticos y otros constituyentes

esenciales provenientes de la dieta.

3. Incremento en la producción de ERO por una exposición elevada a 02.

4. Presencia de toxinas que al ser metabolizadas generan ERO.

5. Incremento en la activación de células mediadoras de la respuesta

inflamatoria que producen ERO.
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El estrés oxidativo puede inducir adaptación, daño o muerte celular. En

condiciones de estrés oxidativo moderado, la célula activa procesos de

adaptación con la finalidad de restaurar el balance oxidante! antioxidante. La

adaptación involucra cambios en la expresión génica o modificaciones en la

sensibilidad de los blancos comúnmente vulnerables al daño. Por ejemplo,

hepatocitos expuestos a H202presentan una disminución en la transcripción de

ARNm que codifica para enzimas de la familia P450 (Barker, 1994).

Si la respuesta adaptativa no es eficiente la célula entra a un estado de

daño reversible en el que DNA, proteínas y Iípidos son dañados. Las ERO

interaccionan directamente con el DNA generando mutaciones o

indirectamente activando endonucleasas dependientes de Ca 2+. Las ERO

actúan sobre muchas proteínas incrementando su susceptibilidad a proteasas

de tal forma que se modifica su estructura y función. Las membranas celulares

son dañadas por las ERO mediante la peroxidación de Iípidos, generando

productos electrofílicos reactivos como epóxidos y aldehídos.

Cuando el estrés oxidativo es severo y el daño se welve irreversible, la

célula muere. La muerte puede ser resultado de múltiples mecanismos; por

ejemplo, durante la reparación del DNA dañado hay una activación excesiva de

la poli (ADP-ribosa) polimerasa y como consecuencia se depleta el ATP

intracelular conduciendo a la muerte celular.

1.2.2 Defensa antioxidante.

En condiciones fisiológicas normales, la célula es capaz de balancear la

producción de ERO con antioxidantes (Tabla 2). Los antioxidantes son

sustancias que en concentraciones menores comparadas con el sustrato

oxidable, detienen o previenen significativamente la oxidación de dicho sustrato

(Halliwell, 1989). La defensa antioxidante es de dos tipos: enzimática y no

enzimática (Tabla 2).
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Tabla 2. ANTIOXIDANTES CELULARES

Enzimáticos No enzimáticos

Super6xido dismutasa Glutati6n
Catalasa VrtaminaE
Glutatiónperoxidasa VrtaminaC
Glutatióntransferasa Ácido úñco
Peroxidasas Ubiquinonas

CoenzimaQ
¡J-caroteno

Los antioxidantes enzimáticos incluyen a la super6xido dismutasa

(SOO), glutatión peróxidasa y catalasa entre otras. La glutatión peroxidasa y la

SOO se localizan en el citosol y en la mitocondria. La glutatión peroxidasa

elimina el peróxido de hidrógeno y la SOO reduce el anión super6xido a

peróxido de hidrógeno yagua. La catalasa elimina altas concentraciones de

peróxido de hidrógeno y se localiza en los peroxisomas (Betteridge, 2000). Los

antioxidantes no enzimáticos son la vitamina E, la vitamina C, el f3-caroteno, el

glutatión y la coenzima a entre otros, actúan reaccionando directamente con

las especies oxidantes (Clarkson, 2000).

1.3 Efecto de las ERO en la transduccién de señales.

La transducción de señales implica el movimiento de estlmulos externos

al interior de la célula. Durante la transmisión de las señales qulmicas, diversas

proteinas sufren modificaciones post-traduccionales necesarias para una

eficiente sefialización. Recientemente las ERO han sido identificadas como

reguladoras de la actividad de diferentes protelnas involucradas en la

transducción de señales indicando que pueden participar en el control de varios

procesos celulares como la adhesión, proliferación, migración o apoptosis.
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Por ejemplo, se sabe que fibroblastos, células endoteliales y células de

músculo vascular liso producen ERO en bajas concentraciones para regular la

transducción de señales (Finkel, 2003). En otras estirpes celulares, el estimulo

generado por citocinas o factores de crecimiento produce un incremento en la

concentración de ERO. La inhibición de la producción intracelular de ERO,

utilizando agentes qurmicos o enzimáticos, inhibe la vra de transducción de

seflales dependiente del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)

(Schreck,1991).

Se ha demostrado la participación de las ERO en la via del factor de

crecimiento nervioso (NGF) y en la del factor de crecimiento epidermal (EGF),

en células neuronales (Suzukawa, 2000) y en células de carcinoma

epidermoide (Sae, 1997) respectivamente. La estimulación inducida por estos

factores provoca un incremento en la producción de ERO mediante la

participación de la proterna Rac1. Como consecuencia de la activación de Rac1

se induce la fosforilación de muchas proteínas y de los receptores

involucrados; estos efectos se inhiben mediante la adición de catalasa.

La activación de los receptores para EGF o PDGF-13 por angiotensina 11

está mediada por ERO y se inhiben por antioxidantes como N- acetil cisterna

(NAC). En el caso particular del receptor para EGF el efecto de la angiotensina

11 involucra la activación de la cinasa p60c-src por H2Ch (Wang, 2000). El

receptor para insulina se autofosforila después de la unión del ligando. El

tratamiento con H202 1 mM genera el mismo efecto aún en ausencia de

insulina. En este sistema se ha identificado que el efecto inducido por H202

involucra modificacíones en los residuos de cisterna del sitio activo del receptor

(Schmid, 1999). La proteina cinasa S (PKB/Akt) puede ser activada por H202 y

posteriormente interaccionar con Hsp27; una proteina de choque térmico que

participa en la regulación del rearreglo del citoesqueleto de actina (Konishi,

1997).
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De manera similar, se ha identificado que la proteina cinasa C (PKC)

puede ser regulada indirectamente por ERO. La presencia de oxidantes

estimula a la fosfolipasa C (PLC) que se encarga de regular la producción de

diacilgliceroles (DAG); los cuales regulan directamente la actividad de la PKC.

Sin embargo, no se excluye la posibilidad de que las ERO actúen directamente

sobre grupos -SH presentes en la enzima y modifiquen su actividad (Avdonin,

2000).

1.3.1 Mecanismos de acción de las ERO sobre la transducción de

señales.

Los mecanismos por los cuales las ERO regulan la transducción de

señales no son claros. Se ha propuesto que las ERO modifican directamente la

actividad de enzimas o que actúan sobre factores de transcripción que regulan

la expresión de moléculas transductoras.

Los factores de transcripción AP-1, AP-2, p21ras y NF- KS son

susceptibles de regulación por ERO. Estos factores tienen un papel crucial en

el control de la proliferación celular, la diferenciación y la morfogénesis

(PavIovi6, 2002). AP-1 controla la expresión de genes que regulan la sintesis

de colagenasa, del factor de crecimiento de trombocitos (TGF-1b) y de algunas

citocinas. Se ha reportado que el H~ y algunas citocinas participan en las

vias dependientes de JNK y MAPK p38 induciendo la activación de AP-1

(Chang, 2001). Cuando JNK se activa, transloca al núcleo y fosforila a c-Jun y

ATF2 potenciando la actividad transcripcional (Gupta, 1995). Se ha reportado

que los cambios en el grado de fosforilación en residuos de tirosina, serina o

treonina están involucrados en los efectos de las ERO sobre la activación de

AP-1. Numerosos reportes indican la estrecha relación.entre la activación de

AP-1 por oxidantes y el proceso canceroso.
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NF-KB activa genes que codifican para la sintesis de varias citocinas (IL­

2, IL-6, TNF- a), receptores para citocinas, moléculas de adhesión (ICAM-1,

VCAM-1 y E-selectina) y factores de crecimiento (Collins, 2001). Alteraciones

en la regulación de este factor se relacionan con patologias como la

ateroesclerosis, asma, diabetes y cáncer entre otras. El incremento intracelular

de H2Ch estimula la activación de NF-KB mediante la participación de MAPK

cinasas. Esta activación puede ser bloqueada por la adición de antioxidantes

como L-cistelna, N- acetil cisteina (NAC), tioles, polifenoles o vitamina E

(Nomura, 2000). Schreck y colaboradores observaron que la activación de NF­

KB sólo se lleva a cabo después de la exposición a H202 o butilperóxido, pero

no con los radicales superóxido o hidroxilo, indicando una activación selectiva

de NF-KB mediada por peróxidos(Schreck ,1991).

Se han propuesto algunos posibles mecanismos por los cuales las ERO

regulan la actividadde NF-KB (Pavlovié, 2002):

1) Oxidación de sitios activos de cinasas que activan a heS (inhibidor de

NF-KB), provocando la disociación del complejo NF-KBIIKB y la posterior

translocaciónde NF-KS al núcleo.

2) Modulación redox de la actividad de IKB.

3) Modulacióndel transportede NF-KB del citoplasma hacia el núcleo.

La regulación de la transducción de señales involucra entre otros

mecanismos, el control del grado de fosforilación de protelnas mediante la

acción de fosfatasas y cinasas. El efecto de las ERO sobre la actividad de

estas enzimas explica parcialmente el mecanismo de acción sobre la

transducción de señales. se ha encontrado una relación directa entre el

incremento en los niveles de especies oxidantes y el incremento en la

fostorilación en residuos de tirosina de diversas protelnas. Este fenómeno

puede ser el resultado de una mayor actividad de tirosina cinasas o de una

disminuciónde la actividadde tirosina fosfatasas (PTP).
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Se ha observado que el H202 induce la fosforilación de residuos de

tirosina en numerosas proteinas que son puntos de control de la transducción

de señales. Por ejemplo, en linfocitos expuestos a H202 se induce la activación

de la cinasa p561ck mediante autofosforilación en el residuo Tyr-394. Lck

pertenece a la familia Src y tiene un papel importante en la activación de

linfocitos T (Pavlovié, 2002). También se han estudiado los casos del receptor a

factor de crecimiento epidermal (EGFR), del factor de crecimiento derivado de

plaquetas (PDGFR) y de la tirosina cinasa Scr, donde el H202 incrementa la

fosforilación y las actividades catatiticas (Matsubara, 1986; González-Rubio,

1996).

Proteinas con actividad de tirosina fosfatasas (PTP) contienen en sus

sitios activos residuos de cisteina susceptibles de ser oxidados por H202. La

oxidación de estos residuos induce cambios conformacionales que provocan

una alteración en la función de la proteina (Esquema 5). En presencia de H202

las PTP se inactivan y el resultado es un incremento en el grado de

fosforilación de otras proteinas. Fosfatasas como PTEN y la enzima reguladora

del ciclo celular Cdc25C han mostrado ser susceptibles de regulación redox

(Lee, 2002; Savitsky, 2002). La oxidación de cisteinas en el dominio activo de

la proteina tiorredoxina induce la disociación de ésta del complejo tiorredoxina­

ASK1, permitiendo la liberación y activación de la cinasa ASK1. Una vez activa

ASK-1 funciona como un vinculo que promueve la activación de la proteina

cinasa activada por mitógenos MAPK p38 (Liu, 2000).

De manera similar la actividad de la fosfatasa LMW-PTP se inhibe en

presencia de ERO provocando la fosforilación permanente de FAK y el

incremento de la adhesión (Chiarugi, 2003). La fosforilación de FAK promueve

la formación de fibras de actina necesarias para un eficiente adhesión

(Euikyung, 2002).
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Esquema 5. Regulación redox de cisteinas reactivas.

~
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Las ERO Y en particular el H202
modifican directamente los
residuos con cistelnas activas de
diversas protelnas. La
exposición a oxidantes puede
convertir los residuos de cisterna
a derivados (8-0H) que
modifican la función de la
proterna. Estas alteraciones
pueden ocurrir también en
protelnas con actividad de
cinasa o fosfatasa, cuya función
es regular la fosforilación
reversible en residuos de serina,
treonina o tirosina de diversas
proternas que participan en la
transducción de señales,

Además de la oxidación de cistefnas reactivas, se han propuesto otros

mecanismos que tratan de explicar como las ERO regulan la actividad de

diversas proteínas :

1. Formación de puentes disulfuro intrarnoleculares.

2. Dimerización dependiente de puentes disulfuro intramoleculares.

3. Formación de ditirosinas.

4. Oxidación de protefnas por reacción de Fenton.

14



Formación de puentes disulfuro intramoleculares. La oxidación de

residuos -SH genera puentes disulfuro S-S y la actividad de la protefna se

modifica por cambios conformacionales. La protefna bacteriana que responde

ante el estrés oxidativo (OxyR) se activa después de la formación de puentes

disulfuro intramoleculares (Christman 1985; Storz 1990) (Esquema 6). Por otro

lado, se ha Identificado la participación de sistemas reductores de puentes

disulfuro como el Factor-1 redox (Ref-1) en el núcleo. Las cistefnas de factores

de transcripción son susceptibles de ser modificadas por Ref-1 y como

consecuencia se promueve la unión con el DNA (Rainwater, 1995; Hirota,

1999; Lando, 2000).

R educidonnactivo

Proporción
tlol/dlsulfuro

Oxidado/Activo

OxyR

am
s-s s-s ss S-S

Esquema 6. Activación de OxyR por Hz02,.

La protelna OxyR se activa por la fonnaci6n de puentes disulfuro intramoleculares. Este
proceso es mediado por HA o por cambios en el estado redox tiolldisulfuro. Modificado de
DrOge.

Dimerización dependiente de puentes disulfuro interrnoleculares. El H202

induce la formación de puentes disulfuro mediante la oxidación de residuos ­

SH. La proteina cinasa (PK) se activa en presencia de H2Ch a partir de la

formación de dfmeros dependientes de puentes disulfuro. Esta cinasa también

puede encontrarse formando un complejo inactivo con la proteina regulatoria

(RP). El H202 induce la disociación de este complejo y la activación de sus

componentes (Gotoh, 1998).
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Esquema 7. Dimerlzaclón de puentes dlsulfuro int8nnoleculares.
La activación de la protelna clnasa (PI<) puede ser directa o indirecta. La activación directa
involucra la formación de dlmeros por puentes disulfuro intrarnoleculares mediada por HA. La
activación indirecta explica como el complejo inactivo PKlRP es activado por acción del H2~
que oxida residuos -SH presentes en RP y provoca la disociación del complejo. Modificado de
Thannickal.

Formación de ditirosinas. El H202 o la peroxidasa pueden provocar la

formación de uniones entre tirosinas de diferentes protefnas, formando

estructuras cuaternarias que pueden o no tener actividad catalftica (Esquema

8).

I Prcteína I"2°2Pnieína , i ,
Pnieína + I I • (th (Yh (YhI

Y Y Y Y Y Y Peroxidasa I 1
Prcteína

Esquema 8. Mecanismo de formación de ditiroslnas.

La presencia de H202 o peroxidasa induce la formación de ditirosinas; aquellas protelnas que
contienen tirosinas pueden formar nuevas estructuras secundarlas con actividad catalltica o sin
ella. Modificado de Thannickal.
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Oxidación de proteinas por reacción de Fenton. La presencia de metales

de transición en la estructura de la proteina provoca que sea blanco de ERO y

que se lleve a cabo una oxidación mediante la reacción de Fenton. La proteína

oxidada sufre un proceso de ubiquitinación que la hace susceptible de la acción

de proteasas. Se ha sugerido que éste es el mecanismo por el cual las ERO

modifican la estabilidad de las protelnas (Iwai, 1998) (Esquema 9).

...•.....•...

ERO n . . nProteas••
--..~~U OXldaclon U ~

Ublqultinación
Reacción deFenton •••••·Protein~· •••••

..- -...Proteína

Alteración enla estabilidad

Esquema 9. Efecto de ERO sobre la estabilidad de proteinas. Participación de metales de
transición y de la reacción de Fenton. Modificado de Thannickal.

17



2. Adhesión celular.

La adhesión celular es un proceso fundamental que regula la organogénesis y

la diferenciación en organismos eucariontes. Su función es mantener la

arquitectura tisular, al mismo tiempo que transmite señales. En tejido normal

las células se adhieren tanto una a otra, como a un retfculo de protelnas

fibrilares insolubles conocido como matriz extracelular (MEC). Las

interacciones celulares con la MEC son mediadas por moléculas de adhesión

de diferentes familias, moléculas transductoras y protelnas estructurales. Se

han identificado cuatro familias principales de moléculas de adhesión:

cadherinas, selectinas, integrinas y la superfamilia de inmunoglobulinas

(Esquema 10).

SelectlnasCadherinasIntegrlnas Superfamllla de
inmunoglobulinas

Esquema 10. Familias principales de moléculas de adhesión.

Las integrinas son receptores de superficie glicoproteicos que reconocen moléculas de matriz
extracelular como vitronectina, fibronectina, laminina o colágenas y que intervienen en la
adhesión y migración celular. Las cadherinas son glicoprotelnas que regulan la adhesión
célula-célula de manera dependiente de calcio y son capaces de interactuar con el
citoesqueleto de actina mediante protelnas de la familia de las cateninas. La superfamilia de las
inmunoglobulinas son glicoprotelnas que participan en las interacciones célula-célula y se
caracterizan por contener en su porción extracelular múltiples dominios parecidos a los de las
inmunoglobulinas. Las selectinas están presentes en células del endotelio vascular y células
sangulneas, son dependientes de calcio y tienen un papel importante en la adhesión de
leucocitos al endotelio.
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2.1 Integrinas

Las integrinas son una familia de glicoproteinas que funcionan como

receptores a moléculas de la MEC. Están formadas por dos subunidades: a

(120-180 kDa) y 13 (90-110 kDa) y la especificidad de ligando se logra por las

combinaciones entre estas subunidades. Actualmente se han identificado 24

tipos de subunidades a y 9 de 13 (Danen, 2001). Ambas subunidades contienen

puentes disulfuro internos que estabilizan la conformación de las cadenas

peptidicas (Esquema 11). En la Tabla 3 se muestran algunos ejemplos de

integrinas y sus respectivos Iigandos.

Esquema 11. Representación esquemática de una integrina

La subunidad a contiene regiones
que contribuyen a la unión de
cationes divalentes que estabilizan
tanto la unión heterodimérica como
la unión del rJgando.

La subunidad p contiene un
segmento de cuatro dobleces en
una zona rica en cistelnas, que
fonna puentes disulfuro ¡ntemos.

La región de unión a ligando
reconoce la secuencia arginina­
glicina-aspartato (RGD) contenida
en moléculas de' matriz
extracelular.

Subunldad a. Subunldad IJ

DOMINIO
EXTRACELULAR
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Tabla 3. LIGANDOS DE LAS SUBFAMILlAS DE INTEGRINAS.

RECEPTOR. LIGANDO RECEPTOR LIGANDO
Integrinas 1'1 Integrinas ll3

a1131 Colágena Tipo I Y IV, allb133 Fibrin6geno, fibronectina,
laminina. vitronectina.

a7131
Fibronectina, VCAM-1 . Fibrin6geno, fibronectina,avj}3

vitronectina, Iaminina,
trombosoodina.

Integrinas 1'2 Integrinas 137

a1132 ICAM -1, -2,-3. a4137 Fibronectina que contiene la región
C3bi, fibrin6geno, mes, VCAM-1, MAdCAM.

am132 ICAM-1, factor de
coagulación X. aEI'7 Cadherina E.

ax132 Fibrin6geno, C3bi?

2.1.1 Vías de señalización dependientes de integrinas.

Las integrinas reconocen en su ligando una secuencia peptídica

especrtica (Le. Arg-Gly-Asp) (Ruoslathi, 1996) y como consecuencia, se

agrupan en complejos especializados conocidos como sitios de adhesión focal.

Los complejos formados funcionan como conexión entre la matriz extracelular y

el citoesqueleto de actina, y generan señales que regulan la migración y la

proliferación celular. La unión del ligando a su receptor induce un cambio

conformacional en los dominios citoplasmáticos de la integrina, permitiendo que

la subunidad 13 interaccione con otros componentes del sitio de adhesión focal

(Burridge, 1996). En estas estructuras se concentran, además de integrinas,

proteinas del citoesqueleto (a-actinina, vincutina, tatina, tenisina y paxilina) y

proteina cinasas como la cinasa de adhesión focal (FAK) (LaFlamme , 1996;

Clark, 1995; Burridge • 1996).
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Después del estímulo mediado por las integrinas, FAK se activa y se

autofosforila en el residuo Tyr 397 generando un sitio de enlace de alta afinidad

para la protelna tirosina cinasa o-Sre, de la cual FAK es sustrato (Schaller,

1995). Los residuos de tirosina fosforilados sirven para la unión de moléculas

que inician cascadas de sellalización. La unión de la protelna adaptadora Grb2

conecta el estimulo inicial con la via de Ras, Raf, y finalmente culmina en la

activación de la cinasa activada por mitógenos MAPKlERK (Schlaepfer, 1994).

Adicionalmente se ha determinado que la disminución en la expresión de FAK

resulta en una inhibición de la adhesión a moléculas de matriz extracelular.

La activación de integrinas enciende vias de señalización que regulan el

rearreglo del citoesqueleto de actina. Una de estas vias involucra la

participación de tres GTPasas de bajo peso molecular relacionadas con la

familia de Ras: Rho, Rae y Cdc42. De manera general Cdc42 regula la

formación de filipodios, Rae regula la formación de lamelipodios y Rho controla

la formación de fibras de estrés. Los lamelipodios y filipodios son estructuras

altamente móviles que frecuentemente se unen y desprenden del sustrato para

producir movimiento, retracción o pliegues en la membrana. Las fibras de

estrés consisten en largas redes de filamentos que atraviesan la célula, se

encuentran unidas indirectamente a la matriz extracelular por medio de

integrinas y los complejos de adhesión focal. Estas estructuras participan

activamente durante la adhesión y migración celular (Condeelis, 2001; Lodish ,

2000)(Esquema 13).
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Flllpodlos Lamellpoclos Fibras de
estrés

--------1..~ Rearreglo del cltoesqueleto de actlna,
adhesión y migración celular.

Esquema 13. Via de transducclón de señales para Cdc42, Rac y Rho.
la uni6n del ligando a la integrina estimula la activaci6n de FAK y otras cinasas las cuales
actúan sobre protainas adaptadoras como paxilina o bien sobre GTPasas como Cdc42.
Cuando Cdc42 se activa se enciende una cascada de señales que involucra la participaci6n de
Rac y Rho. Estas GTPasas regulan directamente la formación de filipodios, Iamelipodios y
fibras de estrés, indispensables en el rearreglo del citoesqueleto de actina, la adhesi6n y la
migración celular.

2.2 Efecto de las ERO sobre la adhesión mediada por integrinas.

La función de las ERO en la adhesión mediada por integrinas aún no se

ha aclarado por completo. En células del sistema inmune las ERO estimulan la

adhesión. El tratamiento con H2~ incrementa la adhesión de eosinófilos a

células endoteliales de cordón umbilical humanas, alcanzando su efecto

máximo con 1mM. La adición de catalasa revierte el efecto y al parecer las

integrinas que contienen la subunidad p2 participan activamente.
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Reciprocamente, la unión de integrinas f}2 a su ligando, promueve la

activación transitoria de la NADPH oxidasa y, como consecuencia, la formación

de superóxidol peróxido. Esto sugiere que la producción de ERO podria formar

parte de un mecanismo de retroalimentación positiva autócrina. Aunque las

vias de señalización involucradas no se han descrito totalmente, se sabe que

se requiere de la actividad de cinasas Src y MAPK p38 Y de la integridad del

citoesqueleto de actina (Nagata, 2000).

En otras estirpes celulares, el efecto de H202 en la adhesión celular es

contrario al reportado para células del sistema inmune. Células PC-12 (células

neuronales) tratadas con H202 presentan una inhibición especifica dependiente

de la dosis en la adhesión a colágena (Zhang, 1994). De manera similar, las

células TM (malla trabecular) disminuyen su adhesión a fibronectina, laminina o

colágena I y IV después del tratamiento con H2Ü2 1mM durante 10 minutos.

Adicionalmente, se observó el acortamiento de las fibras de estrés de actina y

modificaciones en la distribución de paxilina y de FAK en el sitio de adhesión

focal (Zhou, 1999). Células ECV304 disminuyen su adhesión a colágena

después de 10 minutos de tratamiento con terbutil-hidroxiperóxido (t-BHP). En

la linea celular de hibridoma epitelial EAhy926 la adhesión se incrementa en un

15% y 30% después del tratamiento con t-BHP 125 Y250 J.1M respectivamente.

El tratamiento con el antioxidante a-D-Tocoferol previene el efecto de t-BHP

sobre la adhesión en células ECV304 y lo enfatiza en un 40 % en células

EAhy926 (Lamari, 2001).

En flbroblastos, la exposición a dosis subletales de H202 produce un

decremento en la adhesión a plástico. Estos cambios en la adhesión

correlacionan con la desorganización del citoesqueleto de actina (Mocali,

1995). Los mecanismos involucrados en los cambios en la adhesión pueden

involucrar cambios metabólicos (Mocali, 1995; Zhang, 1994), además de la

redistribución de moléculas asociadas al citoesqueleto de actina, como talina,

vinculina y paxilina (Zhou, 1999) que son componentes fundamentales de los

sitios de adhesión focal. 23



2.3 Participación de paxilina en la señalización dependiente de

integrinas.

Como se mencionó anteriormente, la estimulación de integrinas induce

la formación de complejos llamados sitios de adhesión focal. Paxilina es una

protelna adaptadora que forma parte de estos complejos y que tiene la

capacidad de conectar estimulas extracelulares que regulan la organización del

citoesqueletode actina y la adhesión.

Estructura. Paxilina es una proteína citoplasmática de 68 kOa purificada

a partir de músculo liso (Turnar, 1990). Esta presente en humano, ratón, rana,

pez cebra, levaduras y otros organismos. En eucariotes superiores se han

identificado 3 isoformas de paxilina: a, Jl y y. La paxilina a es la isoforma más

comúnmente expresada debido a que las isoformas Jl y y presentan procesos

de restricción. En humanos se expresan las 3 isoformas y en ratón se ha

identificado que sólo las isoformas a y Jl están presentes. Estructuralmente se

ha dividido en dos fragmentos: el extremo amino que presenta dominios LO

ubicado, y el carboxilo terminal que presenta dominios L1M. El extremo amino

presenta sitios ricos en leucina que se repiten 5 veces y que sirven como

puntos de unión a protelnas como vinculina, FAK o PYK2. Además, se han

identificado en el fragmento amino terminal dominios ricos en prolina, que

pueden interaccionar con los dominios SH3 de miembros de las familias Src y

Crk. Por otro lado, los dominios L1M, presentes en el extremo carboxilo, están

constituidos por 4 motivos dedos de zinc que regulan la interacción con otras

protelnas. La participación de los dominios L1M de paxilina en la regulación de

las adhesiones focales y el rearreglo del citoesqueleto ya ha sido descrita; en

particular, el dominio L1M3 controla la localización de paxilina en los sitios de

adhesión focal. Por otro lado se ha identificado que la fosforilación en

serinaltreonina de L1M2J3 regula la localización de paxilina y la adhesión a

fibronectina (Brown, 1996; Brown 1998) (Esquema 14).
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Función. La principal función de paxilina es la integración y transmisión

eficiente de señales provenientes de integrinas que regulan el rearreglo del

citoesqueleto de actina, la adhesión y la migración celular. Por ejemplo, la

migración y la supervivencia en células F9 (carcinoma de ratón) se realiza a

través de la interacción de paxilinaIFAK, y la estimulación de la vía ERK

(Subuaste, 2004).

Esquema 14. Estnlctura de paxilina.

Paxilina es una protelna adaptadora que presenta dos tipos de dominios: LD y lIM, estos le
permiten interaccionar con otras protelnas como Crk o con los sitios de adhesión focal. La
eficiente interacción de paxilina con otras protelnas permite la integración y transmisión de
sel\ales que regulan procesos de adhesión y migración celular. ModifICado de Tumer.

Regulación de la actividad. Paxilina es una fosfoprotelna que puede ser

fosforilada en residuos de tirosina, serina o treonina . La actividad y

funcionalidad de paxilina se ha relacionado con su estado de fosforilación. Se

ha demostrado que la adhesión dependiente de integrinas induce la

fosforilación en tirosina de paxilina mediante la acción de FAK o Src. Se han

identificado otros estímulos que inducen la fosforilaci6n en tirosina de paxilina

como son la activación de receptores para el factor de crecimiento epidermal

(EGF), hormona del crecimiento, acetilcolina, epinefrina, angiotensina 11,

trombina, vasopresina, endotelina, entre otros.
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Como consecuencia de la fosforilación en tirosina se generan sitios de

unión para el dominio 5H2 de otras proteínas adaptadoras. La asociación con

Crk es la más caracterizada e involucra la interacción con los residuos Y31 y

Y118. Crk puede interaccionar con C3G (intercambiador de nucleótidos de

guanina) y servir de vinculo con la via de RaslMAPK. En células NMuMG la

fosforilación de paxilina en los residuos Y31 y Y118 es necesaria para una

eficiente extensión de la membrana durante la adhesión y migración

(Tsubouchi, 2002) . Utilizando anticuerpos se han logrado identificar otros sitios

de fosforilación funcionales que pueden ser sustratos para 5rc: Y40, Y88 y

Y181.

Además de la fosforilación en tirosina, cambios en la fosforilación en

serinaltreonina de paxilina han sido reportados. Después de la activación de

integrinas se fosforilan los residuos de serina 188/190 (Bellis, 1997); de manera

similar T396/401 (en L1M2) y 5455/479 (en L1M3) son fosforilados después de

la adhesión o de la estimulación con angiotensina 11 (Brown, 1999). La cinasa

activada por mit6geno JNK fosforila directamente a la isoforma p en T178

(Huang, 2004) y la cinasa MAPK p38 actúa sobre 585 para regular la migración

celular (Huang, 2003) .

2.3.1 Efecto de las ERO sobre paxilina.

Actualmente no se sabe si las ERO pueden regular directamente la

actividad de paxilina. Células BPAECs tratadas con H202 1 mM durante 10

minutos presentan un incremento en la fosforilación en tirosina de paxilina y de

FAK, dicho incremento está relacionado con la inhibición de fostatasas más

que por la activación de cinasas (Yepa, 1999). En células MCF-7 se demostró

que la ausencia de glucosa en el medio provoca un incremento de H202

intracelular que induce fragmentación del DNA y alteración de la membrana

celular.
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Ya que los cambios en la membrana están directamente relacionados

con moléculas de adhesión y la organización del citoesqueleto de actina; se

estudió particularmente la participación de paxilina y las modificaciones en el

grado de fosforilaciónldesfosforilación de ésta. Se encontró que el H2Ch inhibió

la actividad de PTP y como consecuencia se incrementó la fosforilación de

paxilina; además de que se indujo su redistribución y la formación de fibras de

estrés. En este mismo sistema, el tratamiento con N-acetil cisteina (NAC)

previno de los efectos inducidos por H202(Song, 2000).

En otro modelo se identificó que el estrés inducido por H202 o insulina

activa a la cinasa Src que fosforila a caveolina-1 en el residuo Y14. El regulador

negativo de esta cinasa es Csk, el cual contiene un dominio SH2 que le permite

interaccionar con paxilina. Por lo que en este trabajo se determinó que la

fosforilación de caveolina-1 inducida por H202 o insulina está regulada por el

complejo Csk-paxilina (Cao, 2004).
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3. El citoesqueleto de actina.

El citoesqueleto es un sistema citoplásmico de proteinas fibrilares. Tiene

por función estabilizar la estructura de la célula, organizar el citoplasma con

todos sus organelos y dirigir el movimiento. El citoesqueleto es responsable de

que algunas células pueden emitir pseudópodos en el proceso de fagocitosis;

contribuye a que las células musculares se contraigan y a que los organelos se

muevan de manera coordinada en el interior del citoplasma. Los polimeros

proteicos que componen el citoesqueleto son microtúbulos, filamentos

intermedios y microfilamentos de actina. Estas tres categorfas de filamentos

pueden ser diferenciadas por su diámetro, composición qufmica y su función.

Los tres polfmeros proteicos están interconectados mediante proteínas

accesorias y forman una red que se extiende desde el núcleo hasta la

superficie celular (Carlier, 1991; Lodish, 2000; Ville, 1996).

El citoesqueleto de actina es el más abundante dentro de la célula y es

esencial para la motilidad, el crecimiento, la división celular, la señalización, el

desarrollo y el mantenimiento de la forma celular. Los microfilamentos son el

componente más importante de la maquinaria contráctil, por lo tanto, están

involucrados en prácticamente todos los movimientos celulares incluyendo

desplazamiento, corrientes citoplasmáticas, contracción y citocinesis. También

contribuye a regular la adhesión, la organización de proteínas y el movimiento

de receptores en la superficie celular (Lodish, 2000; Pawlak , 2001).

3.1 Efecto de las ERO sobre el citoesqueleto de actina.

El citoesqueleto de actina es susceptible de ser modificado por ERO.

Numerosos reportes indican que la presencia de estrés oxidativo provoca

alteraciones en la membrana celular y en el rearreglo del citoesqueleto. Aunque

los mecanismos involucrados no se han aclarado totalmente, ya ha sido posible

identificar la participación de la vía dependiente de MAPK p38 Y de

moduladores de la polimerización de actina.
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El efecto de las ERO sobre el rearreglo del citoesqueleto de actina

depende de la estirpe celular. Por ejemplo, los microfilamentos de actina de

células endoteliales son extremadamente resistentes a oxidantes como el H2Ü2

y la menadiona. Se ha reportado que estas células, al ser tratadas con H202 ,

incrementan la formación de adhesiones focales, la reorganización del

citoesqueletode actina y la activaci6nde MAPK p38, MAPK213 YHsp27 con la

finalidad de llevar a cabo eficientemente procesos como la migración celular

durante la angiogénesis y la respuesta ante el estrés. En contraste, otras

células como los fibroblastos sufren la total disrupción del citoesqueleto de

actina al ser expuestos a H2Ü2 (Hout, 1997). En células Caco-2 (cáncer de

colon) el H202y el HOCI provocan la disrupción del citoesqueleto de actina, la

oxidaci6n de actina y disminuyen la fracción de F-actina estable e incrementan

la fracci6n de G-actina (mon6mero) (Banan, 2001).

Se ha propuesto que uno de los mecanismosque regula la respuestadel

citoesqueletode actina ante el estrés involucra la participación de las proteínas

de choque térmico Hsp25127. Estas protefnas se encuentran altamente

conservadas, se expresan en muchos tejidos y su funci6n es modular la

polimerizaci6n de actina in vitro e in vivo (Benndorf, 1994). En presencia de

estrés, Hsp25127 es fosforilada en residuos de serinaltreonina por acción de

cinasas como MAPK p38, Y forman agregados que se unen a la actina

previniendo así la despolimerizaci6n (Guay, 1997). Se ha observado que la

sobreexpresi6n de Hsp25 en células NIH-3T3 estabiliza los microfilamentosde

actina después del tratamiento con citocalacina D e incrementa la

concentraci6n de F-actina en células de ovario de hámster chino (Lavoie,

1993). Otros resultados indican que la isoforma Hsp27 no fosforilada actúa

como un inhibidor de la polimerización de actina y puede tener efectos sobre

otros procesos celulares (Schneider, 1998). Al parecer la fosforilaci6n de

Hsp25127, es necesaria para una modulación eficiente del citoesqueleto de

actina ante el estrés oxidativo (Esquema 15). Sin embargo, en fibroblastos

L929 la fosforilaci6n no parece ser indispensable en el efecto protector de

Hsp25, contra la disrupci6n del citoesqueleto de actina inducida por H202

(Préville, 1998).
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4. Participación de MAPK p38 en el rearreglo del citoesqueleto de
actina y la adhesión.

La familia MAPK (proteina cinasa activada por mit6geno) participa en la

regulación de la proliferación, migración, diferenciación, inflamación y en la

respuesta ante el estrés. Esta familia se ha dividido en 3 grupos: ErKlMAPK,

p38 YJNK La subfamilia MAPK p38 está formada por 4 isoformas: p38a, p38p,

p38y Y p380. MAPK p38 es activada por diferentes estlmulos como factores de

crecimiento, citocinas y quimioatrayentes como VEGF, TNF o LPS (Huang,

2004). Se ha reportado que la presencia de ERO también activa a MAPK p38,

por lo que esta cinasa juega un papel muy importante en la respuesta ante el

estrés oxidativo (Shi, 2002). Existen muchos estudios que indican la

participación de MAPK p38 en la adhesión a moléculas de matriz extracelular,

asi como en el rearreglo del citoesqueleto de actina inducido por oxidantes.

La reorganización de F-actina inducida por estrés oxidativo está

regulada por la vía MAPK p38IMAPKAPK-2IHsp. Recientemente Huang y

colaboradores demostraronque durante la extensión de células PC-12, se lleva

a cabo la fosforilación de paxilina en el residuo Ser83 por MAPK p38 (Huang,

2004). La vía dependiente de MAPK p38 participa en la regulación de las

adhesiones focales, pero aún no se sabe si la fosforilación de paxilina por esta

cinasa es indispensable para la adhesión y migración celular (Esquema 15).

En lo que respecta al papel de MAPK p38 sobre la adhesión, se ha

reportado que en células SW620 (cáncer de colon) la inhibición de esta cinasa

por S8-203580 incrementa la adhesión a colágena tipo I (Walsh, 2003). En otra

estirpe celular, células MOCK, se ha demostrado que el desprendimiento de la

matriz extracelular estimula a MAPK p38, pero la inhibición de la cinasa con

S8-203580 no protege de la apoptosis dependiente de adhesión (anoikis)

(Khwaja, 1997).
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La adhesión dependiente de integrinas de PMN a fibronectina y la

adhesión dependiente del estallido oxidativo en respuesta al estimulo por LP5

involucra la fosforilación de MAPK p38, pero el efecto sobre la adhesión se

inhibe mediante el tratamiento con 58-203580. En estos modelos, los

resultados indican que la activaciónde MAPK p38 Y la via dependiente de ella

es esencial para una eficiente adhesión (Cuenda, 1995; Beyaert, 1996). En

condriocitos humanos se determinó que el estímulo por fragmentos de

fibronectina o anticuerpos contra integrinas a2131 y a5131 incrementó la

fostorilación de ERK1/2, c-Jun y MAPK p38 (Forsyth,2002).

?

Itt:í~~:~ztf:~1 -.. Rean:eglo del citoesqueleto
de actina, adhesión y

migración celular.

Esquema 15. Activación de MAPK p38 por H~2'

MAPK p38 puede ser activada por la cinass ASK1 o directamente por el H20:!generado por la
activaci6n de integrinas. Una vez activada MAPK p38 puede actuar sobre varios sustratos
como p53. MAPKAPK213 o paxilina. La fosforilaci6n de MAPKAPK213 provoca su activación y
la subsecuente fosforilaci6n de Hsp25127. Como resultado de la activación de MAPK p38 se
modifica el rearreglo del citoesqueleto de actina, la adhesión y migración celular.
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11. HIPÓTESIS.

El tratamiento con H202 modificará la adhesión de fibroblastos L929 a

vitronectina. El efecto estará relacionado con modificaciones en el rearreglo del

citoesqueleto de actina y en la redistribución de paxilina.
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111. OBJETIVOS.

Objetivo general.

Analizar el efecto del tratamiento in vitre con H202 sobre la adhesión, el

rearreglo del citoesqueleto de aclina y la distribución de paxilina de fibroblastos

L929 en presencia de vitronectina.

Objetivos particulares.

1. Analizar el efecto del H202 sobre la adhesión de fibroblastos L929 a

vitronectina.

2. Evaluar la actividad de diferentes antioxidantes o inhibidores enzimáticos

sobre el efecto inducido por el H2Ü2.

3. Analizar el efecto del H202sobre el rearreglo del citoesqueleto de actína

de fibroblastos L929 en presencia de vitronectina.

4. Analizar el efecto del H202 sobre la distribución de paxilina de

fibroblastos L929 en presencia de vitronectina.

5. Aclarar parcialmente el mecanismo por el cual el H202 regula la

adhesión dependiente de integrinas.
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IV. MATERIAL Y MÉTODOS.

Material biológico.

Los fibroblastos L929 (ATCC) se cultivaron en medio RPMI1640 (Gibco)

suplementado con 10% de suero fetal bovino y una mezcla de antibióticos

(penicilina 5 mg/mL, estreptomicina 10 mglmL y neomicina 10 mg/mL; Gibco)

en cajas de cultivo de 80 cm2 de área (Nunc). Se incubaron en una atmósfera

de 5% de C~ y temperatura constante de 37 oC (incubadora Nuaire). Las

células se cosecharon con TripsinalEDTA (0.05%/0.5 mM; Gibco) y se contaron

en un hematocitómetro donde se evaluó paralelamente la viabilidad por

exclusión de azul tripán. Para los ensayos se utilizaron cultivos con viabilidad

mayor o igual al 95%.

Ensayos de adhesión.

Los ensayos de adhesión se realizaron de acuerdo al protocolo reportado

por M.J. Humphries (Humphries, 2000). Vitronectina humana (2 J.l.g/ mL) se

sembró en algunos pozos de una microplaca de 96 pozos (Nunc) y se incubó

durante 4 horas a 37 oC. Posteriormente estos pozos se bloquearon durante

una hora con albúmina desnaturalizada (10 mg/mL). Como control de la

adhesión inespecífica, se bloquearon pozos sin vitronectina.

1) Cinética de adhesión. Para determinar el tiempo de tratamiento, se

colocaron 4.0X104 células por pozo, la placa se mantuvo en incubación y

se realizaron lavados cada 5 minutos durante un periodo de 45 minutos.

Cada intervalo de tiempo se realizó por triplicado. Las células adheridas

se cuantificaron mediante una tinción con cristal violeta, que se basa en

la afinidad del colorante por las proteínas celulares. La tinción consiste

en fijar las células durante 30 minutos a temperatura ambiente con una

solución 1.1 % de glutaraldehido en amortiguador salino de fosfatos

(PBS), después se añade una solución 0.2% de cristal violeta durante 30

minutos y al término del tiempo se realizan lavados extensivos para

eliminar el exceso de colorante.
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Finalmente el colorante se solubiliza en 10% de ácido acético y se

cuantifica mediante un lector de microplacas (Biotek EL311) a una

longitud de onda de 595 nm; siendo la absorbencia una medida

proporcional de las células adheridasen el pozo.

2) Efecto de H~2, antioxidantes o 58-203580 en la adhesión. Determinado

el tiempo de tratamiento y en las condiciones descritas, se colocaron

4.0X104 células por pozo y simultáneamente se adicionó H202 (6-200

~M). Cada tratamiento se realizó por triplicado, usándose como control

células sólo con medio. La placa se incubó durante 15 minutos a37 oC.

Cuando se evaluó el efecto de antioxidantes, éstos se adicionaron

simultáneamente al H202. Cuando se evaluó el efecto del inhibidor 8B­

203580, las células se incubaron con éste 30 min previos al ensayo de

adhesión. Al término de la incubación se realizaron varios lavados para

retirar las células no adheridas. Las células adheridas se cuantificaron

mediante una tinción con cristal violeta, descrita anteriormente. El

análisis estadístico se realizó comparando las células tratadas contra su

respectivo control utilizando la prueba de Dunnet con un límite de

significancia de P< 0.05.

Tinción con faloidina fluorescente.

Para analizar el efecto de H202, antioxidantes o el inhibidor 88-203580

en la morfología y el rearreglo del citoesqueleto de actina, células L929

sembradas sobre vitronectina se trataron en portaobjetos con pozos

desmontables (Nunc). Despuésdel tratamiento las células se fijaron durante 30

minutos a 37 oC con formaldehído al 4% en amortiguador salino de fosfatos

(PB8). Posteriormente se permebilizaron5 minutos con Tritón X-100 (0.1 %) Y

se expusieron 1 hora a una solución con faloidina-Alexa488 (Molecular Probes,

5 U/mL), protegidos de la luz y a una temperatura de 37 oC. Concluida la

incubación, las preparaciones se lavaron extensivamente y se montaron

usando glicerol para su análisis y fotodocumentación con microscopio de

fluorescencia ( Nikon Eclipse600). 35



Inmunolocalización de paxilina.

Para evaluar el efecto de los tratamientos en la redistribución de paxilina,

células L929 sembradas sobre vitronectina se trataron en portaobjetos con

pozos desmontables (Nunc). Después del tratamiento las células se fijaron

durante 30 minutos a 37 oC con formaldehfdo al 4% en amortiguador salino de

fosfatos (PBS) y posteriormente se permebilizaron 5 minutos con Tritón X-100

(0.1 %). Se bloquearon durante 1 hora a 37 oCcon una solución de albúmina al

3% en PBS. Finalizado el bloqueo, las células se incubaron durante 1 hora a 37

oC con el anticuerpo policlonal anti-paxilina hecho en conejo (Santa Cruz

Biotechnology, 1:200). Después de lavar las preparaciones con PBS, éstas

fueron incubadas en las mismas condiciones con el anticuerpo secundario anti­

conejo hecho en cabra (lgGI Alexa 546, Santa Cruz Biotechnology, 4 J-lg/mL).

Concluida la incubación, las preparaciones se lavaron extensivamente y

montaron usando glicerol para su análisis y fotodocumentación con

microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse 600).

Inmunoprecipitación y Westem Blof.

Células L929 tratadas se lisaron con 1 mL de amortiguador de lisis frio

(25 mM Tris-HCI, pH 7.5,150 mM NaCl, 5 mM MgCI2 , 1%,NP-40, 1 mM DTT, 5

% glicerol, 5 mM de EDTA, 1 mM de fluoruro de fenil-metil-sulfonilo (PMSF), 1

mM o-vanadato, 1 J-lgl mL de pepstatina A, leupeptina y aprotinina y 10 mM

fluoruro de sodio). Se incubaron en hielo 5 minutos y posteriormente se

centrifugaron durante 12 minutos a 13000 rpm. Para la inmunoprecipitación,

los Iisados anteriores se incubaron durante 3 horas a 4 oCy agitación constante

con el anticuerpo anti-paxilina (policlonal, Santa Cruz Biotechnology) que

previamente habia sido unido a perlas de proteina A - agarosa. Al término de la

incubación se realizaron 3 lavados con amortiguador salino de lavado

(amortiguador de lisis 1:10, inhibidores de proteasas y fosfatasas 1X) y se

prepararon para ser separados por electroforesis vertical en gel de acrilamida

al 12 % en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Después de la

separación se realizó la transferencia a una membrana de nitrocelulosa en

cámara húmeda.
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La membrana se bloqueó 1 hora con leche (5%) en agitación constante y

después se lavó 3 veces con TBS-Tween 20 (0.1%). Posteriormente, fue

incubada 1 hora a temperatura ambiente y agitación constante con los

anticuerpos primarios: anti-paxilina (policlonal, Santa Cruz Biotechnology) o

anti-fosfotirosina (clona PY20, Santa Cruz Biotechnology) en TBS-Tween 20

(0.1%). Después de lavar las membranas, éstas fueron .incubadas con los

anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa (anti-ratón para PY20 o

anti-conejo para paxilina, 1:10000) por una hora más. Para la detección de la

señal por quimioluminiscencia, las membranas se trataron con el kit Western

Blotting Luminol Reagent (Santa Cruz Biotechnology) de acuerdo a las

instrucciones del fabricante y se documentaron los resultados por exposición

de la membrana a placas de autoradiografia (Kodak).
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v. RESULTADOS.

Cinética de adhesión. El tiempo utilizado para evaluar el efecto de H202,

antioxidanteso el inhibidor 58-203580 fue de 15 minutos. Como se muestra en

la Figura 1, con este tiempo podemos observar modificaciones en la adhesión

en ambos sentidos: incrementos y decrementos. A partir de 25 minutos el

sistema se satura y casi todas las células se han adherido.
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Figura 1. Cinética de adhesión de fibroblastos L929 a vitronectina.

Efecto del H202 en la adhesión a vitronectina. El H202 disminuyó la

adhesión de los fibroblastos L929 a vitronectina; el efecto máximo se observó

con 200 IlM de H202 siendo aproximadamente de un 20% respecto al control

(Figura 2A), en el rango de concentraciones evaluadas. Este efecto no está

relacionado con la muerte celular, ya que las células que no se adhieren son

capaces de reducir MIT después del tratamiento con 200 IlM de H202. El

ensayo de MIT se basa en la capacidad de las células vivas de reducir el MIT

soluble en agua a formazán de MIT insoluble en agua, mediante la acción

succinil-deshidrogenasa mitocondrial (Figura 28).
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Figura 2. (A) H2~ disminuye la adhesión de fibroblastos L929 a vitronectina. La gráfica
representa los promedios ± e.e.m. de 5 expeñmentos independientes; los asteñscos (*) indican
diferencias significativas respecto al control (P< 0.05, Dunnet). (B) La disminución en la
adhesión no involuaa la muerte, ya que las células que no se adhieren son capaces de reducir
MTT después del tratamiento con H20 2200 11M.

Efecto de antioxidantes en la disminución de la adhesión inducida por

H202. El tratamiento simultáneo con los antioxidantes S- alil cisteina (5AC) 10

mM, tempol 100 IlM o glutatión 100 !!M no modificó el efecto producido por

H202 (Figura 3A). Por ,otro lado, N- acetil cisteina (NAC) 5 mM previno

totalmente el efecto de H202 (Figura 38).

Efecto de 88-203580 en la disminución de la adhesión inducida por

H202. El tratamiento con el inhibidor 58-203580 10 IlM no modificó el efecto

producido por H202 (Figura4).
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Figura 3. Efecto de antioxidantesen la disminución de la adhesión inducida por HZ0 2• (A) SAC
10 mM, tempol100 j.iMo glutatión 100 j.iMno modifican el efecto de HA 2oo~. sin afectar
la adhesión basal. La gráfica representa los promedios ± e.e.m. de 5 experimentos
independientes. (B) NAC 5 mM previene totalmente el efecto de HzOz 200~ Y no modifica la
adhesión basal. Una concentración más alta de NAC (10 mM) modifica la adhesión basal y
tiene un efecto aditivo al de HzOz. La gráfica representa los promedios ± e.e.m. de 3
experimentos independientes. Los asteriscos (*) indican diferencias significativas respecto al
control (P< 0.05, Dunnet).
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Figura 4. Efecto del inhibidor 88-203580 en la disminución de la adhesión inducida por H20 2•

88-203580 1O~ no previene el efecto de H2~ 200 ~ Y no modifica la adhesión basal. La
gráfica representa los promedios ± e.e.m. de 3 expeñmentos independientes. Los asteñscos (*)
indican diferencias significativas respecto al control (P< 0.05, Dunnet).

Tinci6n con faloidina- fluorescente. Mediante la tinción de células L929

con faloidina conjugada con un fluorocromo detenninamos que el tratamiento

con H202 200 llM modifica la morfología de las células y el rearreglo del

citoesqueleto de actina. En las células control se observan filipodios y la

presencia de fibras de estrés a lo largo de toda la célula que tiene fonna

poligonal (Figura 5A). Estas características se modifican cuando se adiciona

H202 200 llM durante 15 minutos; la célula pierde su fonna poligonal y adquiere

una forma esférica, los filipodios y las fibras de estrés desaparecen (Figura 58).

Cuando se adiciona simultáneamente NAC 5 mM se previene totalmente el

efecto de H202 200 llM (Figura 5C). Una prevención parcial se observa con el

tratamiento con 58-203580 1011M, pués hay presencia únicamente de fibras de

estrés (Figura 50). NAC 5 mM (Figura 5E) o 58-203580 10J1M (Figura 5F)

inducen la desaparición de filipodios, pero no modifican fibras de estrés.
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Figura 5. Efecto de H202 en la morfologla y el rearreglo del citoesqueleto de aelina de
fibroblastos L929. Se muestran micrograflas representativas de células tenidas con faloidina­
fluorescente control (A), H202 200 ¡.1M (B), H2~ 200 ¡.1M + NAC 5 mM (C), H2~ 200~ + 5S­
203580 10~ (O), NAC 5 mM (E) o 58-203580 10 llM (F). (A) Las células control tienen una
forma poligonal y la presencia de fibras de estrés (F5) Y filipodios (Fl). indicadas con flechas .
(B)~ desorganiza el citoesqueleto de aelina en células L929 , se aprecia cambios en la
morfologla y la ausencia de fibras de estrés y filipodios. (C) El tratamiento simultáneo con NAC
5 mM previene totalmente el efecto inducido por HA 2oo~. (O) 58-203580 10~ previene
parcialmente el efecto inducido por H202 200~ (O). (E) NAC 5 mM o (F) 58-203580 10~
inducen la desapañci6n de filipodios, pero no modifican fibras de estrés.

Inmunofluorescencia. Para evaluar la participación de paxilina en los

efectos producidos por H202, NAC o 88-203580 realizamos

inmunolocalizaciones para identificar modificaciones en su redistribución. H202

200 JlM modificó la redistribución de paxilina, además se observó nuevamente

el cambio en la morfologia de la célula previamente identificado con la tinción

con faloidina-fluorescente (Figura 68). Cuando se adiciona simultáneamente

NAC 5 mM se previene totalmente el efecto de H202 200 JlM (Figura 6C), no

asf con 88-203580 10 JlM (Figura 60). NAC 5 mM (Figura 6E) o 88-203580

10 J1M (Figura 6F) no modifican la redistribución de paxilina ya que presentan

un patrón de distribución similar a las células control (Figura 6A).
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Figura 6. Efecto de ~02 en la redistribución de paxilina de fibroblastos L929. 5e muestran
micrograflas representativas de células control (A). H202200 ~ (B), H202 200 ~ + NAC 5
mM (C), H202200~ + 58-20358010 11M (O), NAC 5 mM (E) o 58-20358010!1M (F). (A) Las
células control presentan una forma poligonal y en toda la célula se puede observar un patrón
de distribución de paxilina definido. (B) HA modifica la redistribución de paxilina y la
morfologla celular. (C) El tratamiento simultáneo con NAC 5 mM previene totalmente el efecto
inducido por H202200 ~. (O) El inhibidor 58-203580 10~ no modifica el efecto de H20 2• El
tratamiento con NAC 5 mM (E) o 58-203580 10~ (F) no induce cambios en la redistribución
de paxilina con respecto al control.

Inmunoprecipitación y Westem Blof. Para evaluar el efecto de los

tratamientos sobre la activación de paxilina de fibroblastos L929, se realizó una

inmunoprecipitación a partir de Iisados totales de células sin tratamiento, con

H20 2 200 ~M o con H20 2' 200 ~M + NAC 5 mM. En la Figura 7A se observa que

los tratamientos no modifican la activación de paxilina, ya que la fosforilación

en residuos de tirosina es la misma en todos los carriles. Para comprobar que

el efecto no se debe a diferencias en la cantidad de proteina, sobre la misma

membrana se realizó la detección de paxilina (Figura 78).
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Figura 7. Efecto de H2~ o H2~C sobre la activación de paxilina de fibroblastos L929. (A)
El tratamiento con H202 o H20iNAC no modifica el grado de fosfoñlación en tirosina de
paxilina con respecto al control. (B) La cantidad de paxilina no se modíñca por los tratamientos.
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VI . Discusión.

Los experimentos que realizamos describen el efecto del H202 en

fibroblastos L929 sobre varios parámetros: adhesión a vitronectina, rearreglo

del citoesqueleto de actina, redistribución de paxilina y fosforilación en residuos

de tirosina de paxilina.

Los resultados que obtuvimos en los ensayos de adhesión son

consistentes con lo reportado por Zhang en células PC-12 donde se demostró

que el H2Ü2 disminuye la adhesión a colágena. En este modelo la disminución

de la adhesión se correlaciona con la depleción intracelular de ATP, Yno con el

incremento de Ca2
+ intracelular o la disminución en la expresión de la integrina

a1131 que reconoce a colágena (Zhang, 1994).

Aunque el mecanismo por el cual H202 regula la adhesión dependiente

de integrinas no se ha aclarado, se sabe que puede modular directamente la

actividad de integrinas y/o las vlas de transducción dependientes de éstas. Ya

se ha reportado que los tioles superficiales presentes en estos receptores

pueden ser oxidados por ERO y como consecuencia se modifica su actividad

(Laragione, 2003). La densidad de integrinas en la superficie de células BSC-1

puede ser modificada por H202 1 mM, al promoverse la redistribución de

subunidades a3 almacenadas en el citoplasma hacia la membrana (Gailit,

1993).

Para una eficiente adhesión a moléculas de matriz extracelular se

requiere, además de la activación de integrinas, la integridad del citoesqueleto

de actina. La disminución en la adhesión a vitronectina y los cambios

morfológicos en células L929 correlacionan con la desorganización del

citoesqueleto de actina. Nuestros resultados son semejantes a lo reportado por

Mocali en fibroblastos expuestos a dosis subletales de H2Ü2 donde se produce

un decremento en la adhesión a plástico y estos cambios en la adhesión

también correlacionan con la desorganización del citoesqueleto de actina

(Mocali, 1995). 45



La disrupción de componentes del citoesqueleto interfiere directamente

con el proceso de señalización que regula la adhesión y la estabilización de la

adhesión. Los filamentos de actina están involucrados en varios niveles de la

regulaciónde interaccionesadhesivas; por ejemplo ya se ha demostrado que la

completa disrupción de estos componentes suprime el agrupamiento de

integrinas,el desarrollode adhesionesfocales y la señalización dependiente de

la adhesión (Defilippi, 1999). El efecto de oxidantes sobre la organización del

citoesqueleto ya ha sido descrito en varias líneas celulares y se ha determinado

que algunas son más susceptibles que otras respecto al daño generado. En

fibroblastos(Hout, 1997) y en células Caco-2 (Banan, 2001) el H202provoca la

disrupción del citoesqueleto de actina, pero en células endoteliales el

tratamiento con H202 incrementa la formación de adhesiones focales, la

reorganización del citoesqueleto de actina y la activación de MAPK p38,

MAPK2I3YHsp27.

La adecuada organización del citoesqueleto de actina es indispensable

durante la formación de los sitios de adhesión focal. Los sitios de adhesión

focal son puntos clave de la seflalización dependiente de integrinas y de la

regulación de la adhesión. Es probable que el efecto del H202 sobre la

adhesión esté relacionado con modificaciones en las proteínas del

citoesqueleto, en las proteínas adaptadoras y moléculas transductoras, lo que

provoca un inadecuado reclutamiento y ensamblaje de estos complejos

moleculares. En este contexto, ya ha sido reportado el efecto del H202sobre la

redistribución y activación de paxilina. Esta proteina adaptadora es reclutada a

los sitios de adhesión focal donde participa en la conexión de estimulos

extracelulares que regulan la organización del citoesqueleto de actina y la

adhesión.
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En fibroblastos L929 el tratamiento con H202 no permite la localización y

distribución de paxilina en los sitios de adhesión focal. Este efecto se puede

relacionar con la disminución en la adhesión, ya que la actividad de paxilina y

su adecuada localización en los sitios de adhesión focal son indispensables

para una eficiente adhesión, así como en la regulación la polimerización de

actina y la migración celular. La actividad de paxilina está relacionada con su

estado de fosforilación, dicha fosforilación puede llevarse a cabo en residuos

de tirosina, serína o treonina. Se ha descrito la relación entre la activación de

integrinas y la fosforilación en tirosina de paxilina mediante la acción de FAK o

Src, que promueve la generación de sitios de unión para el dominio SH2 de

otras proteínas adaptadoras.

Existe el antecedente de que en células endoteliales el tratamiento con

H202 1 mM durante 30 minutos incrementa el grado de fosforilación en tirosinas

de paxilina y de FAK (Vepa, 1999). En nuestro modelo el tratamiento con H202

no modifica el grado de fosforilación en tirosinas de paxilina, lo cual puede

deberse a: 1) la fosforilación en tirosina no es relevante en el efecto del H202, y

tal vez sea la fosforilación en serinaltreonina la que participe activamente; 2)

las condiciones experimentales en las que observamos el efecto sobre la

adhesión a vitronectina no son las adecuadas para detectar diferencias en el

grado de fosforilación en tirosina de paxilina, ya que en otros modelos se

evalúan concentraciones más altas y tiempos de exposición más prolongados y

3) competencia de otra proteína homóloga para ser fosforilada. Respecto a

este último punto, es de considerar la posible participación de una proteína

homóloga a paxilina: Hic-S (hydrogen peroxide-inducible clone S). Esta proteína

es un miembro de la familia L1M y estructuralmente está muy relacionada con

paxilina. En fibroblastos 'se localiza en los sitios de adhesión focal, funciona

como molécula adaptadora y regula la organización del citoesqueleto de actina

(Tumer, 2000). Hic-S puede inhibir la fosforilación en tirosina de paxilina al

competir por el sitio de unión de cinasas como FAK o PYK2. Estudios recientes

indican que Hic-S transloca de los sitios de adhesión focal al núcleo bajo

condiciones de estrés oxidativo y promueve la inducción de e-fes.
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Muchos estudios han demostrado la participación de la via dependiente

de MAPK p38 en la regulación de la adhesión, la organización del citoesqueleto

de actina y en la respuesta ante el estrés oxidativo. Nuestros resultados indican

que MAPK p38 participa en el rearreglo del citoesqueleto de actina inducido por

H2Ch, pero no en la regulación del proceso de adhesión. El mecanismo por el

cual MAPK p38 ejerce su efecto protector ya se ha descrito e involucra a

proteínas moduladoras de la polimerización de actina: Hsp25127 (proteínas de

choque térmico). En presencia de estrés oxidativo MAPK p38 es fosforilada y

activada y actúa sobre su sustrato MAPKAP2J3, posteriormente Hsp25127 son

fosforiladas por MAPKAP2J3 y forman agregados que se unen a la actina

previniendo así la despolimerización (Guay, 1997).

Ya se reportó la participación de MAPK p38 Y Hsp25 en el rearreglo del

citoesqueleto de actina de fibroblastos L929 expuestos a H2Ch. En ese estudio

se concluyó que la fosforilación de Hsp25 por MAPK p38 no es indispensable

en el efecto protector, ya que dicho efecto se debe a la regulación del estado

redox intracelular por Hsp25. En presencia de estrés oxidativo Hsp25127

regulan la producción de glutatíón reducido (G5H) intracelular, de tal manera

que el nivel de oxidantes disminuye y no se produce daño en el citoesqueleto

(Préville, 1998). En nuestros ensayos identificamos que la inhibición de MAPK

p38 con 58-203580 previene parcialmente del efecto producido por H202, y

considerando los antecedentes, es posible que a pesar de estar bloqueada

esta cinasa y no se fosforile Hsp25, el efecto parcial se deba a un incremento

en los niveles intracelulares de G5H y a la subsecuente disminución de H202.

El efecto del H202 sobre la adhesión a vitronectina, el rearreglo del

citoesqueleto de actina y la redistribución de paxilina se previno mediante la

adición del antioxidante N- acetíl cisteína (NAC). Este compuesto es un tíol que

reacciona con ERO, es precursor de L-cisteina, incrementa los niveles de G5H

y sirve como agente reductor. El NAC puede regular vias de transducción de

señalesya que inhibe a JNK, MAPK p38, AP-1 YNF-lC8.
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Además puede prevenir la apoptosis y promover la supervivencia

mediante la activación de la via ERK112. La actividad de muchas proteinas

puede ser modificada por la acción reductora del NAC (Zafarullah, 2003). Por

ejemplo, el tratamiento con NAC modifica la actividad de la GTPasa Rac1,

productora de superóxido, bloqueando la reorganización del citoesqueleto de

actina en células endoteliales (Moldovan, 1999). Además es un agente

terapéutico usado en inflamación, fibrosis, invasión y disfunción endotelial. La

evidencia indica que los mecanismos antioxidantes del NAC son muchos y es

muy probable que actúen en forma cooperativay/o en cascada.

Existe evidencia de la participación de las ERO en la generación de

patologias como el cáncer, la arteroesclerosis, el sindrome de A1zheimer y el

proceso neurodegenerativo, entre otras. Estas patologias son consecuencia de

modificaciones en diferentes procesos biológicos, como la adhesión, la

migración, la proliferación y la muerte celular. El esclarecimiento del

mecanismo por el cual las ERO modulan estos procesos celulares puede

justificar el uso de antioxidantes como tratamientos adyuvantes para el

tratamiento de estas patologias.
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VII . Conclusiones.

}> En el modelo que se montó. el H:P2 a una concentración de 200 llM

disminuye la adhesión (80%) de fibroblastos L929 a vitronectina.

}> La adición simultánea del antioxidante NAC 5 mM previene el efecto

sobre la adhesión inducido por H202 .

}> Los efectos de H202 y NAC en la adhesión involucran modificaciones en

el rearreglo del citoesqueleto de actina y en la redistribución de paxilina.

}> En este modelo, MAPK p38 participa en la desorganización del

citoesqueletode actina producido por H:P2. pero no en la regulación del

proceso de adhesión.

}> Los tratamientos con H202 y H202/NAC no modifican la activación de

paxilina mediada por fosforilación en residuos de tirosina.
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