3 1804

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

EFECTO DEL PEROXIDO DE HIDROGENO EN LA ADHESION
DE FIBROBLASTOS L929 A VITRONECTINA.

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
P R E S E N T A

ADRIANA MEJIA HERNANDEZ

] ] :}'_g
EAL
\ ’_};}f

EXAMENES PROFESIONALES
FACULTAD DE QUIMICA
MEXICO, D. F. 2005



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Jurado asignado:

Presidente Prof. Raul Aguilar Caballero

Vocal Profa. Luz del Carmen Castellanos Roman
Secretario Prof. Marco Antonio Velasco Velazquez
1er. Suplente Profa. Herminia De JesuUs Loza Tavera

2°. Suplente Profa. Criselda Mendoza Milla

Sitio donde se desarrollo el tema: Laboratoric de Farmacologia Molecular,

Departamento de Farmacologia, Facuitad de Medicina, UNAM.

El presente trabajo fue financiado parcialmente por el proyecto PAPIIT
IN230202 (DGAPA- UNAM). Adicionalmente, Adriana Mejia Hernandez conté

con una beca obtenida de dicho proyecto.

Asesor de tema:

Q.F.B. Marco Antoni

Sustentante:

Adriana Mejia Hgﬁi ndez INAM § 4
/’ i ., conte ?
/ ( NoMS Oﬁbww

F‘_\,Hr'-\.. -
FIRMA: e




edico esta tesis a toda mi familia, en especial a
mi mamd Maria, a mi hermano ‘Edgar, a mi

papa Enrique y a mi amigo INR].

interesante recorrido universitario y que, por lo

ﬂ gradezco a todas y todos los que se cruzaron en este
tanto, son parte de mi.

Muchas gracias

Adriana



Efecto del peréxido de hidrogeno en la adhesion de fibroblastos L929 a

vitronectina.
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L. RESUMEN.

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) han sido identificadas
recientemente como mediadores importantes en la regulacién de la actividad
de diferentes proteinas involucradas en procesos de sefializacién indicando
que pueden participar en el control de la apoptosis, la adhesion, la proliferacién
o la migracién celular. La adhesién celular es un proceso fundamental que
regula la organogénesis y la diferenciacién en organismos eucariontes. Su
funcibn es mantener la arquitectura tisular, al mismo tiempo que transmite
seffales. Se ha descrito que el peréxido de hidrégeno (H.O2) modifica la
adhesién de diferentes estirpes celulares. Los mecanismos involucrados no se
conocen claramente, por lo que en el presente proyecto se analizé el efecto del
tratamiento in vitro con H2O2 en la adhesién a vitronectina, el rearreglo del
citoesqueleto de actina, la distribucién de paxilina y fosforilacién en residuos de
tirosina de paxilina de fibroblastos L929 con el propésito de analizar el
mecanismo por el cual el H,O, regula la adhesion.

Los resultados indican que: 1) el HO2 200 pM disminuye la adhesion
(80%) de fibroblastos L929 a vitronectina; 2) la adicién simultdnea del
antioxidante NAC 5 mM previene el efecto inducido por H,0,; 3) los efectos de
H202 y NAC en la adhesién involucran modificaciones en el rearreglo del
citoesqueleto de actina y en la redistribucién de paxilina; 4) en este modelo,
MAPK p38 participa en la desorganizacion del citoesqueleto de actina
producido por H,O2, pero no en la regulacién del proceso de adhesién y 5) los
tratamientos con H.0; y H,O2/NAC no medifican la activacion de paxilina
mediada por fosforilacién en residuos de tirosina.

El esclarecimiento del mecanismo por el cual el H;O, y otras ERO
regulan la adhesion mediada por integrinas podria justificar el uso de
antioxidantes como tratamientos adyuvantes para el tratamiento de patologias
relacionadas con las ERO como el cancer, la ateroesclerosis, el sindrome de
Alzheimer y el proceso neurodegenerativo.



Il. ANTECEDENTES

1. Especies Reactivas de Oxigeno.

El oxigeno molecular (O.) es indispensable para la supervivencia de los
organismos aerobios. Durante el metabolismo aerobio se lievan a cabo
reacciones de O6xido-reducciébn que convierten la energla proveniente del
transporte mitocondrial de electrones en enlaces fosfato de alta energia
presentes en moléculas como el ATP. El complejo mitocondrial citocromo C
oxidasa cataliza la reduccién del O, a H>0. La reduccién parcial del oxigeno
durante estas reacciones genera metabolitos altamente reactivos; como el
anién superéxido (O2™), peréxido de hidrégeno (H20;) y radical hidroxilo (OH*).
Estos metabolitos parcialmente reducidos reciben el nombre de especies
reactivas de oxigeno (ERO) (Thannickal, 2000).

1.1 Generacién de ERO.
Las ERO pueden ser producidas por fuentes endégenas y exégenas
(Tabla 1). Las fuentes enddégenas incluyen: el metabolismo mitocondrial

(fosforilacién oxidativa), el metabolismo de P450, peroxisomas y células
activadas que regulan la respuesta inflamatoria.

Tabla 1. Generacion de ERO

OXIDANTES FUENTE ESPECIES OXIDANTES
CELULARES
Mitocondria O, —., H20,, *OH
Endégenos Citocromo P450 02", H202
Células inflamatorias 0, ", H,0,
Peroxisomas H,0,
Exbégenos Metales (reaccion de Fenton) |°OH
Radiacién *OH




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 ofra fuente importante de generacion de ERO.
Las mas estudiadas son la familia P450 y b5, que oxidan acidos grasos
insaturados o xenobibticos y reducen el O, formando H,O2 y/o Oy*. Otro
sistema enzimatico muy activo en la produccion de ERO es el complejo
asociado a la membrana plasmaética, NADPH oxidasa. Este complejo produce
0O;" mediante la reduccién de oxigeno utilizando NADPH como donador de
electrones (Esquema 1). La xantina oxidasa, aldehido oxidasa, flavoprotein
deshidrogenasa vy triptofano dioxigenasa, son otros ejemplos de enzimas que
pueden generar ERO durante su ciclo catalitico (Freeman, 1982) (Esquema 2).

Esquema 1. Estructura del complejo NADPH oxidasa. El complejo esta 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 Drge.



NAD(P)H oxidasa
Superoxido H202 w’ Hzo
Hipoxantina Xantina dismutasa GSH peroxdasa
GSH GSSG
NADP* NADPH

Esquema 2. Vias de produccién y eliminacién de ERO.

El metabolismo mitocondrial o enzimas como la xantina oxidasa y el complejo NAD(P)H
oxidasa generan anién superdxido, el cual es convertido a perdxido de hidrogeno por accién de
la super6xido dismutasa. La reduccién del peréxido de hidrégeno por la catalasa o la GSH
peroxidasa genera agua como producto final. El glutation usado por la GSH peroxidasa es
regenerado por la accién de la GSH reductasa que utiliza NAPDH como donador de electrones.
Modificado de Drdge.

Los peroxisomas son otra fuente importante de la produccion total de
H20; (Boveris, 1972). Contienen enzimas que generan H.0», como la glicolato
oxidasa, urato oxidasa, L-a-hidroxiacido oxidasa y acil-CoA oxidasa. La
catalasa peroxisomal utiliza el H,O> producido por estas oxidasas, para oxidar
otros sustratos mediante reacciones de peroxidacion que son importantes en
los procesos de destoxificacién del higado y riién (Tolbert, 1981). '

Los neutréfilos, eosinéfilos y macréfagos son ofra fuente endégena de
ERO. Cuando estas células se activan, se incrementan los niveles de ani6n
superdxido, peréxido de hidrégeno y 6xido nitrico.



Respecto a las fuentes exdgenas, se sabe que carcinégenos no
genotéxicos inducen la generacion de ERO en diferentes estirpes celulares
(Rice-Evans, 1993). Compuestos clorados, radiacién, iones metalicos, ésteres
de forbol y algunos compuestos con actividad sobre peroxisomas, son algunos
ejemplos de agentes que han mostrado inducir la producciéon de ERO y dafio in
vitro e in vivo (Klaunig, 1997). Por ejemplo, el reactivo 2-butoxietanol induce la
produccién de ERO y la generacién de cancer en higado de ratén (Seisky,
2002).

1.1.1 Perdxido de hidrégeno (H203).

El peréxido de hidrégeno (H20,) puede formarse espontdneamente o por
la accién de la enzima superéxido dismutasa (SOD). Es una molécula mucho
mas estable en comparacion con el OH® y el 02" y, dadas sus propiedades
generales (tamafio pequefio, alta reactividad y capacidad de difundir), puede
atravesar la membrana mitocondrial y funcionar como segundo mensajero
(Chance, 1979; Pavlovi¢, 2002). En presencia de metales de transicion puede
generar radical hidroxilo mediante la reaccion de Fenton. Se ha reportado que
el HO, es capaz inactivar a las enzimas gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa y fructosa bifosfato de cloroplasto mediante la oxidacién de
tioles -SH en sitios activos (Brodie, 1987).

1.1.2 Radical hidroxilo (OH").

El radical hidroxilo puede ser generado por reacciones del tipo Fenton
(1) o por la fision homolitica de puentes O-O inducida por radiacién UV (2):

(1) Fe* + H,0, — complejos intermediarios — Fe (lll) + OH® + OH"

uv
—

(2) H-O-O-H 20H*



El radical hidroxilo es considerada una de las especies oxidantes mas
dafiinas. Debido a su vida media corta y alta reactividad, el OH* actia en los
sitios cercanos donde se produce. El dafio oxidativo que puede generar esta
determinado por la ubicacién de los metales de transicién en la célula. Puede
interaccionar con acidos nucleicos, lipidos y proteinas (Betteridge, 2000).

1.1.3 Anién supero6xido (02°).

El anién superdxido (O2°) se forma en practicamente todas las células
aerobias y su principal fuente son los neutréfilos. En solucién acuosa el O;™
puede generar peréxido de hidrégeno (Hzoé) mediante una reaccién de
dismutacién (3).

B0 + O +2H HO, + 02

En la mayoria de los sistemas biolégicos la generacién de O,°
usualmente resulta en la formacién de H>O,. En comparacién con OH®, el O,
es menos reactivo y la reaccién con acidos nucleicos, lipidos o aminoacidos es
muy lenta. El dafio generado por O,™ se debe a las posibles reacciones con
ofros radicales para formar moléculas mas reactivas y dafiinas.

1.2 Efecto de las ERO en la célula.

El efecto de las ERO sobre la célula depende del sitio donde son
originadas, su concentraciébn y tiempo de eliminacién. En bajas
concentraciones las ERO regulan procesos de sefializacién celular, por lo que
su produccion es finamente regulada y las moléculas blanco sumamente
especificas (Finkel, 2003). Por ofro lado, cuando hay un incremento en la
produccién de ERO vy el sistema antioxidante no es capaz de balancearlo, la
célula entra a un estado denominado estrés oxidativo en el cual el DNA, las
protefnas vy los lipidos son daftados (Esquema 3).
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Esquema 3. Generacién y efecto de las ERO en la célula.

La concentracién de ERO determina su efecto sobre la célula. Altas concentraciones de ERO
producen dafio a DNA, lipidos y proteinas. En bajas concentraciones las ERO modifican vias
de sefializacion que regulan diversos procesos celulares.

1.2.1 Estrés oxidativo.

El término estrés oxidativo indica una situacién de desequilibrio entre la
produccién de ERO y las defensas antioxidantes, en favor de las ERO (Sies,
1985). El estrés oxidativo puede ser resultado de:

1. Disminucién de antioxidantes enzimaticos.

2. Deplecibn de antioxidantes no enzimaticos y otros constituyentes
esenciales provenientes de la dieta.

3. Incremento en la produccion de ERO por una exposicion elevada a O-.

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

5. Incremento en la activacién de células mediadoras de la respuesfa
inflamatoria que producen ERO.



El estrés oxidativo puede inducir adaptacién, dafio o muerte celular. En
condiciones de estrés oxidativo moderado, la célula activa procesos de
adaptacién con la finalidad de restaurar el balance oxidante/ antioxidante. La
adaptacién involucra cambios en la expresién génica o modificaciones en la
sensibilidad de los blancos comuinmente vulnerables al dafio. Por ejemplo,
hepatocitos expuestos a H,O; presentan una disminucion en la transcripcién de
ARNmM que codifica para enzimas de la familia P450 (Barker, 1994).

Si la respuesta adaptativa no es eficiente la célula entra a un estado de
dafio reversible en el que DNA, proteinas y lipidos son dafados. Las ERO
interaccionan directamente con el DNA generando mutaciones o
indirectamente activando endonucleasas dependientes de Ca *'. Las ERO
actian sobre muchas proteinas incrementando su susceptibilidad a proteasas
de tal forma que se modifica su estructura y funcién. Las membranas celulares
son dafladas por las ERO mediante la peroxidacién de lipidos, generando
productos electrofilicos reactivos como epoxidos y aldehidos.

Cuando el estrés oxidativo es severo y el dafio se vuelve irreversible, la
célula muere. La muerte puede ser resultado de muiltiples mecanismos; por
ejemplo, durante la reparacién del DNA dafiado hay una acfivacién 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 fisiolégicas normales, la célula es capaz de balancear la
produccibn de ERO con antioxidantes (Tabla 2). Los antioxidantes son
sustancias que en concentraciones menores comparadas con el sustrato
oxidable, detienen o previenen significativamente la oxidacién de dicho sustrato
(Halliwell, 1989). La defensa antioxidante es de dos tipos: enzimatica y no
enzimatica (Tabla 2).



Tabla 2. ANTIOXIDANTES CELULARES

Enziméticos No enzimaticos
Superdxido dismutasa Glutation
Catalasa Vitamina E
Glutatién peroxidasa Vitamina C
Glutatién transferasa Acido trico
Peroxidasas Ubiquinonas
Coenzima Q
B-caroteno

Los antioxidantes enzimaticos incluyen a la superboxido dismutasa
(S0D), glutatién perdxidasa y catalasa entre otras. La glutation peroxidasa y la
SOD se localizan en el citosol y en la mitocondria. La glutatibn peroxidasa
elimina el per6xido de hidrégeno y la SOD reduce el anién superéxido a
peréxido de hidrégeno y agua. La catalasa elimina altas concentraciones de
peréxido de hidrégeno y se localiza en los peroxisomas (Betteridge, 20600). Los
antioxidantes no enzimaticos son la vitamina E, la vitamina C, el B-caroteno, el
glutation y la coenzima Q entre ofros, actian reaccionando directamente con
las especies oxidantes (Clarkson, 2000).

1.3 Efecto de las ERO en la transduccion de sefiales.

La transduccién de sefiales implica el movimiento de estimulos externos
al interior de la célula. Durante la transmision de las sefiales quimicas, diversas
proteinas sufren modificaciones post-traduccionales necesarias para una
eficiente seflalizacién. Recientemente las ERO han sido identificadas como
feguladoras de la actividad de diferentes protelnas involucradas en la
transduccion de seiiales indicando que pueden participar en el control de varios
procesos celulares como la adhesion, proliferacion, migracion o apoptosis.



Por ejemplo, se sabe que fibroblastos, células endoteliales y células de
musculo vascular liso producen ERO en bajas concentraciones para regular la
transduccién de sefiales (Finkel, 2003). En otras estirpes celulares, el estimulo
generado por citocinas o factores de crecimiento produce un incremento en la
concentracion de ERO. La inhibicién de fa produccién intracelular de ERO,
utilizando agentes quimicos o enzimaticos, inhibe la via de transduccién de
seflales dependiente del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)
(Schreck, 1991).

Se ha demostrado la participacién 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 (Bae, 1997) respectivamente. La estimulacién inducida por estos
factores provoca un incremento en la produccion de ERO mediante la
participacién de la proteina Rac1. Como consecuencia de la activacién de Rac1
se induce la fosforilacion de muchas proteinas y de los receptores
involucrados; estos efectos se inhiben mediante la adicién de catalasa.

La activacién de los receptores para EGF o PDGF-8 por angiotensina Il
esta mediada por ERO y se inhiben por antioxidantes como N- acetil cisteina
(NAC). En el caso particular del receptor para EGF el efecto de la angiotensina
Il involucra la activacién de la cinasa p60** por H,O, (Wang, 2000). El
receptor para insulina se autofosforila después de la unién del ligando. El
tratamiento con H,O, 1 mM genera el mismo efecto aln en ausencia de
insulina. En este sistema se ha identificado que el efecto inducido por H;0,
involucra modificaciones en los residuos de cistelna del sitio activo del receptor
(Schmid, 1999). La proteina cinasa B (PKB/Akt) puede ser activada por H;O» y
posteriormente interaccionar con Hsp27; una protelna de choque térmico que
participa en la regulacién 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 produccién de
diacilgliceroles (DAG); los cuales regulan directamente la actividad de 1a PKC.
Sin embargo, no se excluye la posibilidad de que las ERO achien directamente
sobre grupos —SH presentes en la enzima y modifiquen su actividad (Avdonin,
2000).

1.3.1 Mecanismos de accion de las ERO sobre la transduccién de

sefales.

Los mecanismos por los cuales las ERO regulan la transduccién de
sefiales no son claros. Se ha propuesto que las ERO modifican directamente la
actividad de enzimas o que actiian sobre factores de transcripcién que regulan
la expresion de moléculas transductoras.

Los factores de franscripcion AP-1, AP-2, p2iras y NF- «B son
susceptibles de regulacién por ERO. Estos factores tienen un papel crucial en
el control de la proliferacién celular, la diferenciacién y la morfogénesis
(Paviovi¢, 2002). AP-1 controla la expresiéon de genes que regulan la sintesis
de colagenasa, del factor de crecimiento de frombocitos (TGF-1b) y de algunas
citocinas. Se ha reportado que el H,0O, y algunas citocinas participan en las
vias dependientes de JNK y MAPK p38 induciendo la activacién de AP-1
(Chang, 2001). Cuando JNK se activa, transloca al nicleo y fosforila a c-Jun y
ATF2 potenciando fa actividad franscripcional (Gupta, 1995). Se ha reportado
que los cambios en el grado de fosforilacién en residuos de tirosina, serina o
treonina estan involucrados en los efectos de las ERO sobre la activacion de
AP-1. Numerosos reportes indican la estrecha relacién entre la activacion de
AP-1 por oxidantes y el proceso canceroso.
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NF-«xB activa genes que codifican para la sintesis de varias citocinas (IL-
2, IL-8, TNF- a), receptores para citocinas, moléculas de adhesién (ICAM-1,
VCAM-1 y E-selectina) y factores de crecimiento (Collins, 2001). Alteraciones
en la regulacibn de este factor se relacionan con patologias como la
ateroesclerosis, asma, diabetes y cancer entre otras. El incremento intracelular
de H20, estimula la activacién de NF-xB mediante la participacién de MAPK
cinasas. Esta activacién puede ser bloqueada por la adicién de antioxidantes
como L-cistelna, N- acetil cisteina (NAC), tioles, polifenoles o vitamina E
(Nomura, 2000). Schreck y colaboradores observaron que la activacién de NF-
kB sélo se lleva a cabo después de la exposicién a H,O» o butilperéxido, pero
no con los radicales superéxido o hidroxilo, indicando una activacién selectiva
de NF-xB mediada por peréxidos (Schreck ,1891).

Se han propuesto algunos posibles mecanismos por los cuales las ERO
regulan la actividad de NF-xB (Paviovi¢, 2002):

1) Oxidacién de sitios activos de cinasas que activan a IxB (inhibidor de
NF-xB), provocando la disociacién del complejo NF-xB/1kB y la posterior
translocacién de NF-xB al nicleo.

2) Modulacion redox de la actividad de 1kB.

3) Modulacién del transporte de NF-xB del citoplasma hacia el nucleo.

La regulacién de la transduccién de sefiales involucra entre otros
mecanismos, el control del grado de fosforilacién de proteinas mediante la
accién de fosfatasas y cinasas. El efecto de las ERO sobre la actividad de
estas enzimas explica parcialmente el mecanismo de accién sobre la
transduccion de seflales. Se ha encontrado una relacién directa entre el
incremento en los niveles de especies oxidantes y el incremento en la
fosforilacién en residuos de tirosina de diversas proteinas. Este fenémeno
puede ser el resultado de una mayor actividad de tirosina cinasas o de una
disminucién de la actividad de tirosina fosfatasas (PTP).
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Se ha observado que el H;O; induce la fosforilacién de residuos de
tirosina en numerosas proteinas que son puntos de control de la transduccion
de sefiales. Por ejemplo, en linfocitos expuestos a H,0, se induce la activacién
de la cinasa p56'* mediante autofosforilacién en el residuo Tyr-394. Lck
pertenece a la familia Src y tiene un papel importante en la activacién de
linfocitos T (Pavlovi¢, 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 H;0. incrementa la
fosforilacién y las actividades catalliticas (Matsubara, 1986; Gonzalez-Rubio,
1996).

Proteinas con actividad de tirosina fosfatasas (PTP) contienen en sus
sitios activos residuos de cisteina susceptibles de ser oxidados por H.O,. La
oxidacién de estos residuos induce cambios conformacionales que provocan
una alteracién en la funcién de la proteina (Esquema 5). En presencia de H20,
las PTP se inactivan y el resultado es un incremento en el grado de
fosforilacién de otras proteinas. Fosfatasas como PTEN y la enzima reguladora
del ciclo celular Cdc25C han mostrado ser susceptibles de regulacion redox
(Lee, 2002; Savitsky, 2002). La oxidacion de cisteinas en el dominio activo de
la proteina tiorredoxina induce la disociacién de ésta del complejo tiorredoxina-
ASK1, permitiendo la liberacién y activacién de la cinasa ASK1. Una vez activa
ASK-1 funciona como un vinculo que promueve la activacién de la proteina
cinasa activada por mitégenos MAPK p38 (Liu, 2000).

De manera similar la actividad de la fosfatasa LMW-PTP se inhibe en
presencia de ERO provocando la fosforilacién permanente de FAK y el
incremento de la adhesion (Chiarugi, 2003). La fosforilacién de FAK promueve
la formacién de fibras de actina necesarias para un eficiente adhesién
(Euikyung, 2002).
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Esquema 5. Regulacién redox de cistainas reactivas.

? ERQ Fosfatasa Cinasa
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S-H = Cistelna reactiva

X = Serina, treonina o tirosina

Ceireni Opiion in Ced Blology

Las ERO y en particular el H;O,
modifican  directamente  los
residuos con cisteinas activas de
diversas proteinas. La
exposicibn a oxidantes puede
convertir los residuos de cisteina
a derivados (S-OH) que
modifican la funcibn de la
protelna. Estas alteraciones
pueden ocurrir también en
proteinas con actividad de
cinasa o fosfatasa, cuya funcién
es regular la fosforilacién
reversible en residuos de senna,
treonina o tirosina de diversas
proteinas que participan en la
transducciotn de sefiales.

Ademas de la oxidacién de cisteinas reactivas, se han propuesto otros

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

diversas proteinas :

Formacién de ditirosinas.

El

Formacién de puentes disuifuro inframoleculares.
Dimerizacién dependiente de puentes disulfuro inframoleculares.

Oxidacién de proteinas por reacciéon de Fenton.
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Formacién de puentes disulfuro intramoleculares. La oxidacién de
residuos —SH genera puentes disulfuro S-S y la actividad de la proteina se
modifica por cambios conformacionales. La proteina bacteriana que responde
ante el estrés oxidativo (OxyR) se activa después de la formacién de puentes
disulfuro intramoleculares (Christman 1985; Storz 1990) (Esquema 6). Por otro
lado, se ha identificado la participacién de sistemas reductores de puentes
disulfuro como el Factor-1 redox (Ref-1) en el nlcleo. Las cisteinas de factores
de transcripcibn son susceptibles de ser modificadas por Ref-1 y como
consecuencia se promueve la uniébn con el DNA (Rainwater, 1985; Hirota,
1999; Lando, 2000).

Reducidoinactivo Oxidado/Activo
OxyR OxyR
H2°2
o
o T} Proporcion
¢ 20 0¥ 4%  tiolidisuifuro $$$S555S
I

Esquema 6. Activacién de OxyR por H,O;.

La proteina OxyR se activa por la fomacién de puentes disulfuro intramoleculares. Este
proceso es mediado por H,O, o por cambios en el estado redox tiol/disulfuro. Modificado de
Droge.

Dimerizacién dependiente de puentes disulfuro intermoleculares. El H20,
induce la formacién de puentes disulfuro mediante la oxidacién de residuos -
SH. La proteina cinasa (PK) se activa en presencia de HxO, a partir de la
formacion de dimeros dependientes de puentes disulfuro. Esta cinasa también
puede encontrarse formando un complejo inactivo con la proteina regulatoria
(RP). El H20; induce la disociacién de este complejo y la activacién de sus
componentes (Gotoh, 1998).
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Esquema 7. Dimerizacién de puentes disulfuro intermoleculares.

La activacién de la proteina cinasa (PK) puede ser directa o indirecta. La activacion directa
involucra la formacién de dimeros por puentes disulfuro intramoleculares mediada por H,0,. La
activacién indirecta explica como el complejo inactivo PK/RP es activado por accion del H,0,
que oxida residuos —SH presentes en RP y provoca la disociacidn del complejo. Modificado de
Thannickal.

Formacién de ditirosinas. El H;O2 o la peroxidasa pueden provocar la
formacién de uniones entre tirosinas de diferentes proteinas, formando
esfructuras cuaternarias que pueden o no tener actividad catalitica (Esquema
8).

inz Prateina H,0, PfOt'Bina
S o e gl L
eroxidasa
t v Proteina

Esquema 8. Mecanismo de formacion de ditirosinas.

La presencla de H,0O; o peroxidasa induce la formacion de ditirosinas; aquellas proteinas que
contienen tirosinas pueden formar nuevas estructuras secundarias con actividad catalitica o sin
ella. Modificado de Thannickal. -
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Oxidacién de proteinas por reaccién de Fenton. La presencia de metales
de fransicién en la estructura de la proteina provoca que sea blanco de ERO y
que se lleve a cabo una oxidacién mediante la reaccién de Fenton. La proteina
oxidada sufre un proceso de ubiquitinacién que la hace susceptible de la accién
de proteasas. Se ha sugerido que éste es el mecanismo por el cual las ERO
modifican la estabilidad de las proteinas (lwai, 1998) (Esquema 9).

ERO o Proteasas
—l

Ubiquitinacién

.
-

:.-"°.Protei na™,

Reaccion de Ferton

Proteina

Alteracion enla estabilidad

Esquema 9. Efecto de ERO sobre Ja estabilidad de proteinas. Participacién de metales de
transicién y de la reaccién de Fenton. Modificado de Thannickal.
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2. Adhesion celular.

La adhesién celular es un proceso fundamental que regula la organogénesis y
la diferenciacién en organismos eucariontes. Su funcién es mantener la
arquitectura tisular, al mismo tiempo que transmite sefiales. En tejido normal
las células se adhieren tanto una a otra, como a un reticulo de proteinas
fibrilares insolubles conocido como matriz extracelular (MEC). Las
interacciones celulares con la MEC son mediadas por moléculas de adhesién
de diferentes familias, moléculas transductoras y proteinas estructurales. Se
han identificado cuatro familias pn'ncipales' de moléculas de adhesion:
cadherinas, selectinas, integrinas y la superfamilia de inmunoglobulinas
(Esquema 10).
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integrinas Cadhetinas Superfamilia de Selectinas
inmunoglobulinas

Esquema 10. Familias principales de moléculas de adhesién.

Las integrinas son receptores de superficie glicoproteicos que reconocen moléculas de matriz
extracelular como vitronectina, fibronectina, laminina o coldgenas y que intervienen en la
adhesién y migracién celular. Las cadherinas son glicoproteinas que regulan la adhesién
célula-céiula de manera dependiente de calcio y son capaces de interactuar con el
citoesqueleto de actina mediante proteinas de la familia de las cateninas. La superfamilia de las
inmunoglobulinas son glicoprotelnas que participan en las interacciones célula-célula y se
caracierizan por contener en su porcién extracelular multiples dominios parecidos a los de las
inmunoglobulinas. Las selectinas estan presentes en células del endotelio vascular y células
sangulineas, son dependientes de calcio y tienen un papel importante en la adhesién de
leucocitos al endotelio.
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2.1 Integrinas

Las integrinas son una familia de glicoprotelnas que funcionan como
receptores a moléculas de la MEC. Estan formadas por dos subunidades: a
(120-180 kDa) y B (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 B (Danen, 2001). Ambas subunidades contienen
puentes disulfuro intemos que estabilizan la conformacién de las cadenas

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

integrinas y sus respectivos ligandos.

Esquema 11. Representacién eaquemitica de una integrina

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

La subunidad B contiene un
segmento de cuatro dobleces en
una zona rica en cisteinas, que
forma puentes disutfuro intemos.

La regién de unibn a ligando
reconoce la secuencia arginina-
glicina-aspartato (RGD) contenida
en moléculas de  matriz
extraceiular.

REGION DE UNION
AL LIGANDO.

Subunidad a

Subunidad B

DOMINIO

EXTRACELULAR.
PRIV POT/ £9PP90990999099
4364064 \04 (4854486488446
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Tabla 3. LIGANDOS DE LAS SUBFAMILIAS DE INTEGRINAS.

RECEPTOR. LIGANDO RECEPTOR LIGANDO
Integrinas p1 Integrinas B3
alp1 Colagena Tipo ly IV, allbp3 Fibrinégeno, fibronectina,
laminina. vitronectina.
alpi
Fibronectina, VCAM-1. avp3 Fibrin6égeno, fibronectina,
vitronectina, laminina,
trombospodina.
Integrinas p2 Integrinas B7
alp2 ICAM -1, -2, -3. adp7 Fibronectina que contiene la regién
C3bi, fibrindgeno, HICS, VCAM-1, MAdCAM.
amp2 ICAM-1, factor de
coagulacién X. aEp7 Cadherina E.
axp2 Fibrinégeno, C3bi?

2.1.1 Vias de sefalizacién dependientes de integrinas.

Las integrinas reconocen en su ligando una secuencia peptidica
especifica (i.e. Arg-Gly-Asp) (Ruoslathi, 1996) y como consecuencia, se
agrupan en complejos especializados conocidos como sitios de adhesién focal.
Los complejos formados funcionan como conexién entre la matriz extracelular y
el citoesqueleto de actina, y generan sefiales que regulan la migracién y la
proliferacion celular. La unién del figando a su receptor induce un cambio
conformacional en los dominios citoplasmaticos de la integrina, permitiendo que
la subunidad P interaccione con otros componentes del sitio de adhesién focal
(Burridge, 1996). En estas estructuras se concentran, ademas de integrinas,
proteinas del citoesqueleto (a-actinina, vinculina, talina, tenisina y paxilina) y
proteina cinasas como la cinasa de adhesién focal (FAK) (LaFlamme , 1996;
Clark, 1995; Burridge , 1996).
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Después del estimulo 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 proteina tirosina cinasa c-Src, de la cual FAK es sustrato (Schaller,
1995). Los residuos de tirosina fosforilados sirven para la unién de moléculas
que inician cascadas de sefializacién. La unién de la proteina adaptadora Grb2
conecta el estimulo inicial con la via de Ras, Raf, y finalmente culmina en la
activacién de la cinasa activada por mitégenos MAPK/ERK (Schlaepfer, 1994).
Adicionalmente se ha determinado que la disminucién en la expresion de FAK
resulta en una inhibicion de la adhesion a moléculas de matriz extracelular.

La activacion de integrinas enciende vias de sefalizacion que regulan el
rearreglo del citoesqueleto de actina. Una de estas vias involucra la
participacion de tres GTPasas de bajo peso molecular relacionadas con la
familia de Ras: Rho, Rac y Cdc42. De manera general Cdc42 regula la
formacién de filipodios, Rac regula la formacién de lamelipodios y Rho controla
la formacién de fibras de estrés. Los lamelipodios vy filipodios son estructuras
altamente méviles que frecuentemente se unen y desprenden del sustrato para
producir movimiento, retraccién 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 adhesion focal. Estas estructuras participan
activamente durante la adhesion y migracién celular (Condeelis, 2001; Lodish,
2000) (Esquema 13).
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Esquema 13. Via de transduccién de seflales para Cdc42, Rac y Rho.

La union del ligando a la integrina estimula la activacion de FAK y otras cinasas las cuales
actian sobre proteinas adaptadoras como paxilina o bien sobre GTPasas como Cdc42.
Cuando CdcA42 se activa se enciende una cascada de sefiales que involucra la participacién de
Rac y Rho. Estas GTPasas regulan directamente la formaciéon de filipodios, lamelipodios y
fibras de estrés, indispensables en el rearmreglo del citoesqueleto de actina, la adhesién y la
migracién celular.

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

La funcién de las ERO en la adhesién mediada por integrinas adn no se
ha aclarado por completo. En células del sistema inmune las ERO estimulan la
adhesiéon. El tratamiento con H,O, incrementa la adhesién de eosinéfilos a
células endoteliales de cordén umbilical humanas, alcanzando su efecto
maximo con 1mM. La adicién de catalasa revierte el efecto y al parecer las
integrinas que contienen la subunidad B2 participan activamente.
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Reciprocamente, la unién de integrinas B2 a su ligando, promueve la
activacion transitoria de la NADPH oxidasa y, como consecuencia, la formacion
de superdxido/ perdxido. Esto sugiere que la produccion de ERO podria formar
parte de un mecanismo de retroalimentacién positiva autécrina. Aunque las
vias de sefializacién involucradas no se han descrito totaimente, 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 H,O, en la adhesion celular es
contrario al reportado para células del sistema inmune. Células PC-12 (células
neuronales) tratadas con H,O, presentan una inhibicién especifica dependiente
de la dosis en la adhesion a colagena (Zhang, 1994). De manera similar, las
células TM (malla trabecuiar) disminuyen su adhesién a fibronectina, laminina o
colagena | y IV después del tratamiento con H,O, 1mM durante 10 minutos.
Adicionalmente, se observé el acortamiento de las fibras de estrés de actina y
modificaciones en la distribucion de paxilina y de FAK en el sitio de adhesiéon
focal (Zhou, 1999). Células ECV304 disminuyen su adhesién a colagena
después de 10 minutos de tratamiento con terbutil-hidroxiperéxido (t-BHP). En
la linea celular de hibridoma epitelial EAhy926 la adhesién se incrementa en un
15% y 30% después del tratamiento con t-BHP 125 y 250 uM respectivamente.
El tratamiento con el antioxidante a-D-Tocoferol previene el efecto de t-BHP
sobre la adhesion en células ECV304 y lo enfatiza en un 40 % en células
EAhy926 (Lamari, 2001).

En fibroblastos, la exposicién a dosis subletales de H20, produce un
decremento en la adhesién a plastico. Estos cambios en la adhesion
comrelacionan con la desorganizacion del citoesqueleto de actina (Mocali,
1995). Los mecanismos involucrados en los cambios en la adhesién pueden
involucrar cambios metabdlicos (Mocali, 1995; Zhang, 1994), ademas de la
redistribucion de moléculas asociadas al citoesqueleto de actina, como talina,
vinculina y paxilina (Zhou, 1999) que son componentes fundamentales de los
sitios de adhesion focal. 23



2.3 Participacién de paxilina en la senalizacion dependiente de

integrinas.

Como se mencioné anteriormente, la estimulacion de integrinas induce
la formacién de complejos llamados sitios de adhesién focal. Paxilina es una
proteina adaptadora que forma parte de estos complejos y que tiene la
capacidad de conectar estimulos extracelulares que regulan la organizacién del
citoesqueleto de actina y la adhesion.

Estructura. Paxilina es una proteina citoplasmatica de 68 kDa purificada
a partir de musculo liso (Tumer, 1990). Esta presente en humano, raton, rana,
pez cebra, levaduras y otros organismos. En eucariotes superiores se han
identificado 3 isoformas de paxilina: a, B y y. La paxilina a es la isoforma mas
comunmente expresada debido a que las isoformas B y y presentan procesos
de restriccién. En humanos se expresan las 3 isoformas y en ratén se ha
identificado que s6lo las isoformas o y B estan presentes. Estructuralmente se
ha dividido en dos fragmentos. el exiremo amino que presenta dominios LD
ubicado, y el carboxilo terminal que presenta dominios LIM. El extremo amino
presenta sitios ricos en leucina que se repiten 5 veces y que sirven como
puntos de unién a proteinas como vinculina, FAK o PYK2. Ademas, 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 {ado, los dominios LIM, presentes en el extremo carboxilo, estan
constituidos por 4 motivos dedos de zinc que regulan la interaccién con otras
proteinas. La patticipacién de los dominios LIM de paxilina en la regulacion de
las adhesiones focales y el rearreglo del citoesqueleto ya ha sido descrita; en
particular, el dominio LIM3 controla la localizacién de paxilina en los sitios de
adhesion focal. Por oftro lado se ha identificado que la fosforilacion en
serinaftreonina de LIM2/3 regula la localizacion de paxilina y la adhesion a
fibronectina (Brown, 1996; Brown 1998) (Esquema 14).
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Funcién. La principal funcién de paxilina es la integracién y transmisién
eficiente de sefiales provenientes de integrinas que regulan el rearreglo del
citoesqueleto de actina, la adhesién y la migracion celular. Por ejemplo, la
migracién y la supervivencia en células F9 (carcinoma de ratén) se realiza a
través de la interaccion de paxilina/FAK, y la estimulacién de la via ERK
(Subuaste, 2004).

Adhesion celular Modulacion de la

adhesion celular

i ]
PT403  PS457/481
| ] |

Motivo rico en prolina

Dominio de union a SH3. ' LD

" Unién a adhesiones

focales
_ ; Modulacion y ensamblaje de adhesiones focales
Union a Crk

Esquema 14. Estructura de paxilina.

Paxilina es una protelna adaptadora que presenta dos tipos de dominios: LD y LIM, estos le
permiten interaccionar con ofras proteinas como Crk o con los sitios de adhesion focal. La
eficiente interaccion de paxilina con otras protelnas pemmite la integracién y transmision de
sefiales que regulan procesos de adhesién y migracion celular. Modificado de Tumer.

Regulacién de la actividad. Paxilina es una fosfoproteina que puede ser
fosforilada en residuos de tirosina, serina o ftreonina. La actividad y
funcionalidad de paxilina se ha relacionado con su estado de fosforilacién. Se
ha demostrado que la adhesién dependiente de integrinas induce la
fosforilacion en tirosina de paxilina mediante la accién de FAK o Src. Se han
identificado otros estimulos que inducen la fosforilacién en tirosina de paxilina
como son la activacion de receptores para el factor de crecimiento epidermal
(EGF), hormona del crecimiento, acetilcolina, epinefrina, angiotensina II,
trombina, vasopresina, endotelina, entre otros.
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Como consecuencia de la fosforilacién en tirosina se generan sitios de
unién para el dominio SH2 de otras proteinas adaptadoras. La asociacién con
Crk es la méas caracterizada e involucra la interaccion con los residuos Y31 y
Y118. Crk puede interaccionar con C3G (intercambiador de nucleétidos de
guanina) y servir de vinculo con la via de Ras/MAPK. En células NMuMG la
fosforilacién de paxilina en los residuos Y31 y Y118 es necesaria para una
eficiente extensiéon de la membrana durante la adhesion y migracion
(Tsubouchi, 2002). Utilizando anticuerpos se han logrado identificar otros sitios
de fosforilacién funcionales que pueden ser sustratos para Src: Y40, Y88 y
Y181.

Ademds de la fosforilaciéon en tirosina, cambios en la fosforilacién en
serinaftreonina de paxilina han sido reportados. Después de la activacién de
integrinas se fosforilan los residuos de serina 188/190 (Bellis, 1997); de manera
similar T396/401 (en LIM2) y S455/479 (en LIM3) son fosforilados después de
la adhesién o de la estimulacién con angiotensina |l (Brown, 1999). La cinasa
activada por mitégeno JNK fosforila directamente a ia isoforma g en T178
(Huang, 2004) y la cinasa MAPK p38 acttia sobre S85 para regular la migracioén
celular (Huang, 2003).

2.3.1 Efecto de las ERO sobre paxilina.

Actuaimente no se sabe si las ERO pueden regular directamente la
actividad de paxilina. Células BPAECs fratadas con H,02 1 mM durante 10
minutos presentan un incremento en {a fosforilacién en tirosina de paxilina y de
FAK, dicho incremento esta relacionado con la inhibicién de fostatasas mas
que por la activacién de cinasas (Vepa, 1999). En células MCF-7 se demostré
que la ausencia de glucosa en el medio provoca un incremento de HzO.
intracelular que induce fragmentacién del DNA vy alteraciéon de la membrana
celular.
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Ya que los cambios en la membrana estan directamente relacionados
con moléculas de adhesion y la organizacién del citoesqueleto de actina; se
estudi6 particularmente la participacién de paxilina y las modificaciones en el
grado de fosforilacion/desfosforilacién de ésta. Se encontr6 que el H,O; inhibi¢
la actividad de PTP y como consecuencia se increment6 la fosforilacion de
paxilina; ademas de que se indujo su redistribucién y la formacién 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 identificé que el estrés inducido por H20; 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 determiné que la
fosforilaciéon de caveolina-1 inducida por H,O; o insulina esta regulada por el
complejo Csk-paxilina (Cao, 2004).
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3. El citoesqueleto de actina.

El citoesqueleto es un sistema citoplasmico de proteinas fibrilares. Tiene
por funcién 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 pseud6podos 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 microtibulos, filamentos
intermedios y microfilamentos de actina. Estas tres categorias de filamentos
pueden ser diferenciadas por su diametro, composicién quimica y su funcién.
Los ftres polimeros proteicos estan interconectados mediante proteinas
accesorias y forman una red que se extiende desde el nicleo hasta la
superficie celuiar (Carlier, 1991; Lodish, 2000; Vilie, 1996).

El citoesqueleto de actina es el mas abundante dentro de la célulay es
esencial para la motilidad, el crecimiento, la divisién celular, la sefializacion, el
desarrollo y el mantenimiento de la forma celular. Los microfilamentos son el
componente mas importante de la maquinaria contractil, por lo tanto, estan
involucrados en practicamente todos los movimientos celulares incluyendo
desplazamiento, corrientes citoplasmaticas, contraccion y citocinesis. También
contribuye a regular la adhesion, la organizacién de proteinas 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 medificado 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 participacion de la via dependiente de MAPK p38 y de
moduladores de la polimerizacién de actina.
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El efecto de las ERO sobre el rearreglo del citoesqueleto de actina
depende de la esfirpe celular. Por ejemplo, los microfilamentos de actina de
células endoteliales son extremadamente resistentes a oxidantes como el H,O»
y la menadiona. Se ha reportado que estas células, al ser {ratadas con HxO2 ,
incrementan la formacion de adhesiones focales, la reorganizacion del
citoesqueleto de actina y la activacion de MAPK p38, MAPK2/3 y Hsp27 con la
finalidad de llevar a cabo eficientemente procesos como la migracién celular
durante la angiogénesis y la respuesta ante el estrés. En contraste, otras
células como los fibroblastos sufren la total disrupciéon del citoesqueleto de
actina al ser expuestos a H;O, (Hout, 1997). En células Caco-2 (cancer de
colon) el H,O, y el HOCI provocan la disrupcién del citoesqueleto de actina, la
oxidacion de actina y disminuyen la fraccidn de F-actina estabte e incrementan
la fraccion de G-actina (monémero) (Banan, 2001).

Se ha propuesto que uno de los mecanismos que regula la respuesta del
citoesqueleto de actina ante el estrés involucra la participacién de las proteinas
de choque témmico Hsp25/27. Estas proteinas se encuentran altamente
conservadas, se expresan en muchos tejidos y su funcién es modular la
polimerizacién de actina in vitro e in vivo (Benndorf, 1994). En presencia de
estrés, Hsp25/27 es fosforilada en residuos de serina/treonina por accion de
cinasas como MAPK p38, y forman agregados que se unen a la actina
previniendo asl la despolimerizacién (Guay, 1997). Se ha observado que la
sobreexpresion de Hsp25 en células NIH-3T3 estabitiza los microfitamentos de
actina después del tratamiento con citocalacina D e incrementa la
concentracién de F-actina en células de ovario de hamster chino (Lavoie,
1993). Ofros resultados indican que la isoforma Hsp27 no fosforilada actia
como un inhibidor de la polimerizacion de actina y puede tener efectos sobre
otros procesos celulares (Schneider, 1998). Al parecer la fosforilacién de
Hsp25/27, es necesaria para una modulacién eficiente del citdesqueleto de
actina ante el estrés oxidativo (Esquema 15). Sin embargo, en fibroblastos
L929 la fosforilacién no parece ser indispensable en el efecto protector de
Hsp25, contra la disrupcion del citoesqueleto de actina inducida por H;O»
(Préville, 1998).
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4. Participacién de MAPK p38 en el rearreglo del citoesqueleto de
actina y la adhesioén.

La familia MAPK (protefna cinasa activada por mitégeno) participa en la
regulacién de la proliferacién, migracién, diferenciacién, inflamacién y en la
respuesta ante el estrés. Esta familia se ha dividido en 3 grupos: ErK/MAPK,
p38 y JNK. La subfamilia MAPK p38 esta formada por 4 isoformas: p38a, p38,
p38y y p385. MAPK p38 es activada por diferentes estimulos como factores de
crecimiento, citocinas y quimioafrayentes 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 Ila
participacion de MAPK p38 en la adhesiéon a moléculas de matriz extracelular,
asi como en el rearreglo del citoesqueleto de actina inducido por oxidantes.

La reorganizacién de F-actina inducida por estrés oxidativo esta
regulada por la via MAPK p38/MAPKAPK-2/Hsp. Recientemente Huang y
colaboradores demostraron que durante la extensién de células PC-12, se lleva
a cabo la fosforilacién de paxilina en el residuo Ser83 por MAPK p38 (Huang,
2004). La via dependiente de MAPK p38 participa en la regulacién de las
adhesiones focales, pero auln no se sabe si la fosforilacién de paxilina por esta
cinasa es indispensable para la adhesién y migracién celular (Esquema 15).

En lo que respecta al papel de MAPK p38 sobre la adhesién, se ha
reportado que en células SW620 (cancer de colon) la inhibicién de esta cinasa
por SB-203580 incrementa la adhesion a colagena tipo | (Walsh, 2003). En ofra
estirpe celular, células MDCK, se ha demostrado que el desprendimiento de la
matriz extracelular estimula a MAPK p38, pero la inhibicién de la cinasa con
SB-203580 no protege de la apoptosis dependiente de adhesién (anoikis)
(Khwaja, 1997).
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La adhesién dependiente de integrinas de PMN a fibronectina y la
adhesién dependiente del estallido oxidativo en respuesta al estimulo por LPS
involucra la fosforilacién de MAPK p38, pero el efecto sobre la adhesién se
inhibe mediante el tratamiento con SB-203580. En estos modelos, los
resultados indican que la activacion de MAPK p38 y la via dependiente de ella
es esencial para una eficiente adhesion (Cuenda, 1995; Beyaert, 1996). En
condriocitos humanos se determiné que el estimulo por fragmentos de
fibronectina o anticuerpos contra integrinas o2B1 y o5B1 incrementé la
fosforilacién de ERK1/2, c-Jun y MAPK p38 (Forsyth, 2002).

[ MAPK p38 ]4— H.0, -

ps3 Lt * \

. [raarrAPK2/ ]| Paxilina

¥ ¥
' Hsp25/27. | ——p» Rearreglo del citoesqueleto
de actina, adhesion y
migracioén celular.

Esquema 15. Activacién de MAPK p38 por H,0,.

MAPK p38 puede ser activada por la cinasa ASK1 o directamente por el H,O, generado por la
activacién de integrinas. Una vez activada MAPK p38 puede actuar sobre varios sustratos
como p53, MAPKAPK2/3 o paxilina. La fosforifacion de MAPKAPK2/3 provoca su activaciéon y
la subsecuente fosforilacion de Hsp25/27. Como resultado de la activacion de MAPK p38 se
modifica el rearmreglo del citoesqueleto de actina, fa adhesién y migracién celular.
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. HIPOTESIS.
El tratamiento con H,O, modificara la adhesion de fibroblastos L929 a

vitronectina. Eil efecto estara relacionado con modificaciones en el rearreglo del
citoesqueleto de actina y en la redistribucion de paxilina.
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iil. OBJETIVOS.

Objetivo general.

Analizar el efecto del tratamiento in vitro con H.O, sobre la adhesion, el
rearreglo del citoesqueleto de actina y la distribucién de paxilina de fibroblastos
L929 en presencia de vitronectina.

Objetivos particulares.

1. Analizar el efecto del H;O, sobre la adhesién de fibroblastos L929 a
vitronectina.

2. Evaluar la actividad de diferentes antioxidantes o inhibidores enzimaticos
sobre el efecto inducido por el H20,.

3. Analizar el efecto del H202 sobre el rearreglo del citoesqueleto de actina
de fibroblastos .929 en presencia de vitronectina.

4. Analizar el efecto del H,O, sobre la distribucién de paxilina de
fibroblastos L929 en presencia de vitronectina.

5. Aclarar parcialmente el mecanismo por el cual el H,O, regula la
adhesién dependiente de integrinas.
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IV. MATERIAL Y METODOS.

Material biolégico.

Los fibroblastos L.929 (ATCC) se cuitivaron en medio RPMI 1640 (Gibco)
suplementado con 10% de suero fetal bovino y una mezcla de antibidticos
(penicilina 5 mg/mL, estreptomicina 10 mg/mL y neomicina 10 mg/mL; Gibco)
en cajas de cultivo de 80 cm? de 4rea (Nunc). Se incubaron en una atmésfera
de 5% de CO; y temperatura constante de 37 °C (incubadora Nuaire). Las
células se cosecharon con Tripsina/EDTA (0.05%/0.5 mM; Gibco) y se contaron
en un hematocitdmetro donde se evalué paralelamente la viabilidad por
exclusién de azul tripan. Para los ensayos se utilizaron cultivos con viabilidad
mayor o igual al 95%.

Ensayos de adhesion.

Los ensayos de adhesion se realizaron de acuerdo al protocolo reportado
por M.J. Humphries (Humphries, 2000). Vitronectina humana (2 ug/ mL) se
sembré6 en algunos pozos de una microplaca de 96 pozos (Nunc) y se incubé
durante 4 horas a 37 °C. Posteriormente estos pozos se bloquearon durante
una hora con albumina desnaturalizada (10 mg/mL). Como control de la
adhesion inespecifica, se bloquearon pozos sin vitronectina.

1) Cinética de adhesion. Para determinar el tiempo de tratamiento, se
colocaron 4.0X10* células por pozo, la placa se mantuvo en incubacién y
se realizaron lavados cada 5 minutos durante un periodo de 45 minutos.
Cada intervalo de tiempo se realizé por triplicado. Las células adheridas
se cuantificaron mediante una tincién con cristal violeta, que se basa en
la afinidad del colorante por las proteinas celulares. La tincién consiste
en fijar las células durante 30 minutos a temperatura ambiente con una
solucién 1.1 % de glutaraldehido en amortiguador salino de fosfatos
(PBS), después se afiade una soluciéon 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 acido 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 adheridas en el pozo.

2) Efecto de H-0,, antioxidantes o SB-203580 en la adhesién. Determinado
el tiempo de tratamiento y en las condiciones descritas, se colocaron
4.0X10* células por pozo y simultineamente se adicion6 H,0, (6-200
uM). Cada tratamiento se realizé por triplicado, usandose como control
células sé6lo con medio. La placa se incub6 durante 15 minutos a .37 °C.
Cuando se evalué el efecto de antioxidantes, éstos se adicionaron
simultaneamente al H,O,. Cuando se evalué el efecto del inhibidor SB-
203580, las células se incubaron con éste 30 min previos al ensayo de
adhesion. Al término de la incubacién se realizaron varios lavados para
retirar las células no adheridas. Las células adheridas se cuantificaron
mediante una tincion con cristal violeta, descrita anteriormente. Ei
andlisis estadistico se realiz6 comparando las células tratadas contra su
respectivo control utilizando la prueba de Dunnet con un limite de

significancia de P< 0.05.

Tincién con faloidina fluorescente.

Para analizar el efecto de H,0,, antioxidantes o el inhibidor SB-203580
en la morfologia y el rearreglo del citoesqueleto de actina, células 1929
sembradas sobre vitronectina se trataron en portaobjetos con pozos
desmontables (Nunc). Después del tratamiento las células se fijaron durante 30
minutos a 37 °C con foﬁnaldehido al 4% en amortiguador salino de fosfatos
(PBS). Posteriormente se permebilizaron 5 minutos con Tritén X-100 (0.1 %) y
se expusieron 1 hora a una solucién con faloidina-Alexa 488 (Molecular Probes,
5 U/mL), protegidos de la juz y a una temperatura de 37 °C. Concluida la
incubacién, las preparaciones se lavaron extensivamente y se montaron
usando glicerol para su andlisis y fotodocumentacién con microscopio de
fluorescencia ( Nikon Eclipse 600). 35



Inmunolocalizacién de paxilina.

Para evaluar el efecto de los tratamientos en la redistribucién 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 °C con formaldehido al 4% en amortiguador salino de
fosfatos (PBS) y posteriormente se permebilizaron 5 minutos con Tritén X-100
(0.1 %). Se bloquearon durante 1 hora a 37 °C con una solucién de albumina al
3% en PBS. Finalizado el bloqueo, las células se incubaron durante 1 hora a 37
°C 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 (IgG/ Alexa 546, Santa Cruz Biotechnology, 4 ug/mL).
Concluida la incubacion, las preparaciones se lavaron extensivamente vy
montaron usando glicerol para su analisis y fotodocumentacién con
microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse 600).

Inmunoprecipitacién y Westemn Blot.
Células L929 tratadas se lisaron con 1 mL de amortiguador de lisis frio
(25 mM Tris-HClI, pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 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 ug/ 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 13 000 rpm. Para la inmunoprecipitacion,
los lisados anteriores se incubaron durante 3 horas a 4 °C y agitacion 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
incubacion 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
separacién se realizé la fransferencia a una membrana de nitrocelulosa en
camara hameda.
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La membrana se bloqueé 1 hora con leche (5%) en agitacion constante y
después se lavé 3 veces con TBS-Tween 20 (0.1%). Posteriormente, fue
incubada 1 hora a temperatura ambiente y agitacién 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-raton para PY20 o
anti-conejo para paxilina, 1:10 000) por una hora més. Para la deteccién de 1a
sefial 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 exposicion
de la membrana a placas de autoradiografia (Kodak).
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V. RESULTADOS.

Cinética de adhesion. El tiempo utilizado para evaluar el efecto de H20,,
antioxidantes o el inhibidor SB-203580 fue de 15 minutos. Como se muestra en
la Figura 1, con este tiempo podemos observar modificaciones en la adhesiéon
'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 adhesién de fibroblastos L929 a vitronectina.

Efecto del H.0; en la adhesion a vitronectina. El HO, disminuyé la
adhesion de los fibroblastos L929 a vitronectina; el efecto méximo se observé
con 200 uM de H,O; siendo aproximadamente de un 20% respecto al control
(Figura 2A), en el rango de concenfraciones evaluadas. Este efecto no esta
relacionado con la muerte celular, ya que las células que no se adhieren son
capaces de reducir MTT después del tratamiento con 200 uM de H,0.. El
ensayo de MTT se basa en la capacidad de las células vivas de reducir el MTT
soluble en agua a formazan de MTT insoluble en agua, mediante la accion
succinil-deshidrogenasa mitocondrial (Figura 2B).
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Figura 2. (A) H,O, disminuye la adhesion de fibroblastos L929 a vitronectina. La grafica
representa los promedios + e.e.m. de 5 experimentos independientes; los asteriscos (*) indican
diferencias significativas respecto al control (P< 0.05, Dunnet). (B) La disminucién en la
adhesion no involucra la muerte, ya que las células que no se adhieren son capaces de reducir
MTT después del tratamiento con H;0,200 uM.

Efecto de antioxidantes en la disminucién de la adhesién inducida por
H»0.. El tratamiento simultaneo con los antioxidantes S— alil cisteina (SAC) 10
mM, tempol 100 uM o glutatibn 100 uM no modificd el efecto producido por
H,O, (Figura 3A). Por otro lado, N— acetil cisteina (NAC) 5 mM previno
totalmente el efecto de H;O, (Figura 3B).

Efecto de SB-203580 en la disminucién de la adhesion inducida por
H>0,. El tratamiento con el inhibidor SB-203580 10 uM no modific6 el efecto
producido por H,O, (Figura 4).
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Figura 3. Efecto de antioxidantes en la disminucion de la adhesién inducida por H,0,. (A) SAC
10 mM, tempol 100 uM o glutatién 100 uM no modifican el efecto de H,0, 200 uM, sin afectar
la adhesién basal. La grafica representa los promedios + eem. de 5 experimentos
independientes. (B) NAC 5 mM previene totaimente el efecto de H,0, 200 uM y no modifica la
adhesion basal. Una concentracion mas alta de NAC (10 mM) modifica la adhesién basal y
tiene un efecto aditivo al de H,O,. La grafica representa los promedios + e.e.m. de 3
expenimentos independientes. Los asteriscos (*) indican diferencias significativas respecto al
control (P< 0.05, Dunnet).
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Figura 4. Efecto del inhibidor SB-203580 en la disminucion de la adhesion inducida por H,0,.
SB-203580 10 uM no previene el efecto de H,O, 200 pM y no modifica la adhesién basal. La
gréfica representa los promedios + e.e.m. de 3 experimentos independientes. Los asteriscos (*)
indican diferencias significativas respecto al control (P< 0.05, Dunnet).

Tincién con faloidina- fluorescente. Mediante la tincién de células L929
con faloidina conjugada con un fluorocromo determinamos que el tratamiento
con H20, 200 uM modifica la morfologia 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 forma
poligonal (Figura 5A). Estas caracteristicas se modifican cuando se adiciona
H202 200 uM durante 15 minutos; la célula pierde su forma poligonal y adquiere
una forma esférica, los ﬁiipodios y las fibras de estrés desaparecen (Figura 5B).
Cuando se adiciona simultdneamente NAC 5§ mM se previene totalmente el
efecto de H,O- 200 uM (Figura 5C). Una prevencion parcial se observa con el
tratamiento con SB-203580 10uM, pués hay presencia tinicamente de fibras de
estrés (Figura 5D). NAC 5§ mM (Figura 5E) o SB-203580 10uM (Figura 5F)
inducen la desaparicién de filipodios, pero no modifican fibras de estrés.
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Figura 5. Efecto de H,0, en la morfologia y el rearreglo del citoesqueleto de actina de
fibroblastos L929. Se muestran micrografias representativas de células tefiidas con faloidina-
fluorescente control (A), H,0, 200 pM (B), H02 200 uM + NAC 5 mM (C), H;0, 200 pM + SB-
203580 10 uM (D), NAC 5 mM (E) o SB-203580 10 puM (F). (A) Las células control tienen una
forma poligonal y la presencia de fibras de estrés (FS) y filipodios (FL), indicadas con flechas.
(B) HzO, desorganiza el citoesqueleto de actina en células L929, se aprecia cambios en la
morfologia y la ausencia de fibras de estrés y filipodios. (C) El tratamiento simultaneo con NAC
5 mM previene totalmente el efecto inducido por HO2 200 uM. (D) SB-203580 10 uM previene
parciaimente el efecto inducido por H,0; 200 uM (D). (E) NAC 5 mM o (F) SB-203580 10 uM
inducen la desaparicién de filipodios, pero no modifican fibras de estrés.

Inmunofiuorescencia. Para evaluar la participacion de paxilina en los
efectos producidos por H.0;, NAC o SB-203580 realizamos
inmunolocalizaciones para identificar modificaciones en su redistribucion. HO2
200 pM modifict la redistribucion de paxilina, ademas se observé nuevamente
el cambio en la morfologia de la célula previamente identificado con la tinciéon
con faloidina-fluorescente (Figura 6B). Cuando se adiciona simultaneamente
NAC 5 mM se previene totaimente el efecto de H,Oz 200 uM (Figura 6C), no
asi con $SB-203580 10 uM (Figura 6D). NAC 5 mM (Figura 6E) o SB-203580
10 uM (Figura 6F) no modifican la redistribucion de paxilina ya que presentan
un patrén de distribuci6n similar a las células control (Figura 6A).
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Figura 6. Efecto de H,O, en la redistribucion de paxilina de fibroblastos L929. Se muestran
micrografias representativas de células control (A), HO, 200 pM (B), H,0, 200 pM + NAC 5
mM (C), H,0, 200 uM + SB-203580 10 uM (D), NAC 5 mM (E) o SB-203580 10 uM (F). (A) Las
células control presentan una forma poligonal y en toda fa célula se puede observar un patrén
de distribucién de paxilina definido. (B) H,O, modifica fa redistribucion de paxilina y la
morfologia celular. (C) El tratamiento simultaneo con NAC 5 mM previene totalmente el efecto
inducido por H,O, 200 pM. (D) El inhibidor SB-203580 10 pM no modifica el efecto de H,O,. El
tratamiento con NAC 5 mM (E) o SB-203580 10 uM (F) no induce cambios en la redistribucién
de paxilina con respecto af control.

Inmunoprecipitacién y Western Blot. Para evaluar el efecto de los
tratamientos sobre la activacion de paxilina de fibroblastos L929, se realizé una
inmunoprecipitacion a partir de lisados totales de células sin tratamiento, con
H202 200 uM o con H20; 200 uM + NAC 5 mM. En la Figura 7A se observa que
los tratamientos no modifican la activacion de paxilina, ya que la fosforilacion
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 realizé la deteccién de paxilina (Figura 7B).
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Figura 7. Efecto de H,0O, o H;O./NAC sobre la activacién de paxilina de fibroblastos L929. (A)
El tratamiento con H,O, o H,0./NAC no meodifica el grado de fosforilacidn en tirosina de
paxilina con respecto al control. (B) La cantidad de paxilina no se modifica por los tratamientos.



VI . Discusioén.

Los experimentos que realizamos describen el efecto del H)O, en
ﬁbroblastoé L929 sobre varios parametros: adhesién a vitronectina, rearreglo
del citoesqueleto de actina, redistribucion de paxilina y fosforilacion en residuos
de tirosina de paxilina.

Los resultados que obtuvimos en los ensayos de adhesién son
consistentes con lo reportado por Zhang en células PC-12 donde se demostré
que el H,O, disminuye la adhesién a colagena. En este modelo la disminucién
de la adhesi6n se correlaciona con la deplecién intracelular de ATP, y no con el
incremento de Ca?" intracelular o fa disminucion en la expresion de la integrina

a1pB1 que reconoce a colagena (Zhang, 1994).

Aunque el mecanismo por el cual H.O; regula la adhesion dependiente
de integrinas no se ha aclarado, se sabe que puede modular directamente la
actividad de integrinas y/o las vias de transduccion 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 H,O, 1 mM, al promoverse la redistribucién de
subunidades «3 almacenadas en el citoplasma hacia la membrana (Gailit,
1993).

Para una eficiente adhesién a moléculas de matriz extracelular se
requiere, ademas de la activacion de integrinas, la integridad del citoesqueleto
de actina. La disminucién en la adhesion a vitronectina y los cambios
morfolégicos en células L929 correlacionan con la desorganizacion del
citoesqueleto de actina. Nuestros resultados son semejantes a lo reportado por
Mocali en fibroblastos expuestos a dosis subletales de H,0; donde se produce
un decremento en la adhesién a plastico y estos cambios en la adhesion
también correlacionan con la desorganizacion del citoesqueleto de actina
(Mocali, 1995). 45



La disrupcién de componentes del citoesqueleto interfiere directamente
con el proceso de sefializacién que regula la adhesion y la estabilizacion de la
adhesioén. Los filamentos de actina estan involucrados en varios niveles de la
regulacion de interacciones adhesivas; por ejemplo ya se ha demostrado que la
completa disrupcién de estos componentes suprime el agrupamiento de
integrinas, el desarrollo de adhesiones focales y la sefalizacién dependiente de
la adhesion (Defilippi, 1999). El efecto de oxidantes sobre la organizacién del
citoesqueleto ya ha sido descrito en varias lineas celulares y se ha determinado
que algunas son mas susceptibles que ofras respecto al dafio generado. En
fibroblastos (Hout, 1997) y en células Caco-2 (Banan, 2001) el H,0O, provoca la
disrupcién del citoesqueleto de actina, pero en células endoteliales el
tratamiento con H,0O, incrementa la formacién de adhesiones focales, la
reorganizacién del citoesqueleto de actina y la activacién de MAPK p38,
MAPK2/3 y Hsp27.

La adecuada organizacion del citoesqueleto de actina es indispensable
durante la formacion de los sitios de adhesién focal. Los sitios de adhesion
focal son puntos clave de la sefializacién dependiente de integrinas y de la
regulacién de la adhesion. Es probable que el efecto del H,O, sobre la
adhesion esté relacionado con modificaciones en las proteinas del
citoesqueleto, en las proteinas 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 H,O, sobre la
redistribucién y activacién de paxilina. Esta proteina adaptadora es reclutada a
los sitios de adhesion focal donde participa en la conexion de estimulos
extracelulares que regulan la organizacion del citoesqueleto de actina y la
adhesion.



En fibroblastos L9239 el tratamiento con H202 no permite la localizacién y
distribucion de paxilina en los sitios de adhesién focal. Este efecto se puede
relacionar con la disminucién en la adhesion, ya que la actividad de paxilina y
su adecuada localizacién en los sitios de adhesién focal son indispensables
para una eficiente adhesién, asf como en la regulacién la polimerizacién de
actina y 1a migracion celular. La actividad de paxilina esta relacionada con su
estado de fosforilacion, dicha fosforilacion puede llevarse a cabo en residuos
de tirosina, serina o treonina. Se ha descrito la relacién entre la activacién de
integrinas y la fosforilacion en tirosina de paxilina mediante la accién de FAK o
Src, que promueve la generacién de sitios de unién para el dominio SH2 de
ofras proteinas adaptadoras.

Existe el antecedente de que en células endoteliales el tratamiento con
H>02 1 mM durante 30 minutos incrementa el grado de fosforilacion en tirosinas
de paxilina y de FAK (Vepa, 1899). En nuestro modelo el tratamiento con H,0;
no modifica el grado de fosforilacién en tirosinas de paxilina, lo cual puede
deberse a: 1) la fosforilacién en tirosina no es relevante en el efecto del H,O, y
tal vez sea la fosforilacion en serina/treonina la que participe activamente; 2)
las condiciones experimentales en las que observamos el efecto sobre la
adhesion a vitronectina no son las adecuadas para detectar diferencias en el
grado de fosforilacion en tirosina de paxilina, ya que en otros modelos se
evalian concentraciones mas altas y tiempos de exposicion mds prolongados y
3) competencia de otra proteina homoéloga para ser fosforilada. Respecto a
este Gltimo punto, es de considerar la posible participacién de una proteina
homéloga a paxilina: Hic-5 (hydrogen peroxide-inducible clone 5). Esta proteina
es un miembro de la familia LIM y estructuraimente estd muy relacionada con
paxilina. En fibroblastos se localiza en los sitios de adhesién focal, funciona
como molécula adaptadora y regula la organizacion del citoesqueleto de actina
(Tumer, 2000). Hic-5 puede inhibir la fosforilacién en tirosina de paxilina al
competir por el sitio de unién de cinasas como FAK o PYK2. Estudios recientes
indican que Hic-5 transloca de los sitios de adhesion focal al nuicleo bajo
condiciones de estrés oxidativo y promueve la induccion de c-fos.
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Muchos estudios han demostrado la participacién de la via dependiente
de MAPK p38 en la regulacion de la adhesion, la organizacién del citoesqueleto
de actina y en la respuesta ante el estrés oxidativo. Nuestros resultados indican
que MAPK p38 participa en el reatreglo del citoesqueleto de actina inducido por
H20, pero no en la regulacién del proceso de adhesion. EIl mecanismo por el
cual MAPK p38 ejerce su efecto protector ya se ha descrito e involucra a
proteinas moduladoras de la polimerizacion de actina: Hsp25/27 (proteinas de
choque térmico). En presencia de estrés oxidativo MAPK p38 es fosforilada y
activada y actia sobre su sustrato MAPKAP2/3, posteriormente Hsp25/27 son
fosforiladas por MAPKAP2/3 y forman agregados que se unen a la actina
previniendo asi la despolimerizacién (Guay, 1997).

Ya se report6 la participacion de MAPK p38 y Hsp25 en el rearreglo del
citoesqueleto de actina de fibroblastos 1929 expuestos a H2O,. En ese estudio
se concluy6 que la fosforilacion de Hsp25 por MAPK p38 no es indispensable
en el efecto protector, ya que dicho efecto se debe a la regulacién del estado
redox intracelular por Hsp25. En presencia de estrés oxidativo Hsp25/27
regulan la produccién de glutatién reducido (GSH) intracelular, de tal manera
que el nivel de oxidantes disminuye y no se produce dafio en el citoesqueleto
(Préville, 1998). En nuestros ensayos identificamos que la inhibicion de MAPK
p38 con SB-203580 previene parcialmente del efecto producido por H;0,, ¥
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 GSH y a la subsecuente disminucién de H;O».

El efecto del H;0O; sobre la adhesién a vitronectina, el rearreglo del
citoesqueleto de actina y la redistribucion de paxilina se previno mediante la
adicién del antioxidante N- acetil cisteina (NAC). Este compuesto es un tiol que
reacciona con ERO, es precursor de L-cisteina, incrementa los niveles de GSH
y sirve como agente reductor. El NAC puede regular vias de transduccién de
sefiales ya que inhibe a JNK, MAPK p38, AP-1 y NF-«B.
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Ademas puede prevenir la apoptosis y promover la supervivencia
mediante la activaciéon de la via ERK1/2. La actividad de muchas proteinas
puede ser modificada por la accién reductora del NAC (Zafaruliah, 2003). Por
ejemplo, el tratamiento con NAC modifica la actividad de la GTPasa Rac1,
productora de superéxido, bloqueando fa reorganizacién del citoesqueleto de
actina en células endoteliales (Moldovan, 1999). Ademas es un agente
terapéutico usado en inflamacion, fibrosis, invasién y disfuncién endotelial. La
evidencia indica que los mecanismos antioxidantes del NAC son muchos y es
muy probable que actien en forma cooperativa y/o en cascada.

Existe evidencia de la participacion de las ERO en la generacién de
patologias como el cancer, la arteroesclerosis, el sindrome de Alzheimer y el
proceso neurodegenerativo, entre otras. Estas patologias son consecuencia de
modificaciones en diferentes procesos biolégicos, como la adhesion, la
migracién, la proliferacién y la muerie celular. El esclarecimiento dei
mecanismo por el cual fas ERO modulan estos procesos celulares puede
justificar el uso de antioxidantes como tratamientos adyuvantes para el

tratamiento de estas patologias.

43



Vil . Conclusiones.

» En el modelo que se mont6, el H-O2 a una concentracion de 200 pM
disminuye la adhesién (80%) de fibroblastos L929 a vitronectina.

» La adicién simultanea del antioxidante NAC 5 mM previene el efecto
sobre la adhesién inducido por H20, .

» Los efectos de H>O2 y NAC en la adhesi6n involucran modificaciones en
el rearreglo del citoesqueleto de actina y en la redistribucién de paxilina.

> En este modelo, MAPK p38 participa en la desorganizacién del
citoesqueleto de actina producido por H2O-, pero no en la regulacién del
proceso de adhesion.

> Los tratamientos con H>0> y HO2/NAC no modifican la activaciéon de
paxilina mediada por fosforilaciéon en residuos de tirosina.
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