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I.-INTRODUCCION

La apoptosis es uno de los principales procesos de muerte celular, que depende de ciertos
factores tanto intermos como externos a los que la célula se encuentra expuesta. La familia de
proteinas Bcl-2 juega un papel muy importante en la toma de decisiones relacionadas con la
muerte o sobrevivencia celular. Dada la complejidad de las interacciones que existen entre los
miembros de esta familia asi como su regulacion es que aun quedan muchas preguntas por
responder acerca de estas. Por ello es que en este trabajo nos interesamos en uno de los
principales miembros de esta familia el cual lleva el nombre de la misma, la proteina Bcl-2. Esta
proteina se caracteriza por ser antiapoptotica, pero los mecanismos por los cuales realiza esta
funcién no estin del todo claros. Reciéntemente se ha detectado la presencia de una molécula
que al parecer dirige a la proteina Bcl-2 hacia la membrana mitocondrial externa, dicha molécula
pertenece a la familia de las inmunofilinas y se le ha llamado FKBP38, la cual en el afio 2003 ha
comenzado ha estudiarse con mayor detalle. Esta presenta una serie de caracteristicas que la
hacen diferente de las otras inmunofilinas. Su importancia es clara pues si esta molécula no
acompaiia a Bcl-2, esta ultima no puede anclarse a la membrana mitocondrial externa,

impidiendo con ello que cumplan con su funcién antiapoptética.

Una de las principales interacciones estudiadas en el campo de las inmunofilinas es la que
se da con los glucocorticoides, ya que algunas de estas se encuentran asociadas al receptor de
glucocorticoides y la funcionalidad de este receptor depende de estas asociaciones, pero aiin no se
conoce nada acerca su relacion entre estos y la FKPB38.

Este trabajo es un estudio inicial para establecer vinculos que podrian suscitarse entre la

expresion de la inmunofilina FKBP38 con la de la molécula antiapoptotica Bel-2 en células



mononucleares de sangre periférica (PBMC) y como esta expresién puede verse influenciada por
la presencia de los glucocorticoides.

Se utiliza dexametasona y cortisol como glucocorticoides de estudio pues el primero ha
sido muy utilizado como proapoptdtico a altas concentraciones en lineas celulares y queremos ver
una comparacion de efectos por diferentes glucocorticoides. Preferimos de inicio trabajar con
cultivo primario de mononucleares totales de sangre periférica para acercarnos al modelo
fisiolégico que posteriormente analizaremos comparandolo con lineas celulares linfoides que es

motivo de otro estudio en marcha.



Il.- ANTECEDENTES

2.1 GLUCOCORTICOIDES

La corteza suprarrenal sintetiza dos clases de esteroides: los  corticoesteroides
(glucocorticoides y mineralocorticoides), que tienen una estructura base de 21 atomos de
carbono y los andrégenos que poseen 19 (Fig. 1). Histéricamente, los efectos de los
corticoesteroides se describieron como glucocorticoides (reguladores del metabolismo de
carbohidratos) y mineralocorticoides (reguladores del equilibdo de electrolitos). Los
corticoesteroides suprarrenales difieren en sus actividades bioldgicas relativas. En los seres
humanos, la hidrocortisona (cortisol) es el principal glucocorticoide, y la aldosterona el

mineralocorticoide mas importante.

Las acciones fisiolégicas de los corticoesteroides son muchas y una gran parte de estas se
conocen. Ademas tiene diversos efectos a nivel de metabolismo de carbohidratos, proteinas y
lipidos; participan en la conservacion del equilibrio de liquidos y electrolitos, y la preservacién
de la funcién normal de sistema cardiovascular, inmunitario, rifiones, musculo estriado, as{ como

los sistemas endocrino y nervioso.

Es sabido que los niveles de corticoesteroides se ven alterados en circunstancias tales
como el estrés, producido por estimulos nocivos y factores ambientales [1]

La produccion de los glucocorticoides (GC) es regulada por la hormona
adrenocorticotropica hipofisaria (ACTH), con una modalidad pulsatil y ritmo circadiano. Debido
a que los GC son moléculas liposolubles, son absorbidos facilmente en cualquier superficie
cutdnea o mucosa, normalmente circulan en sangre, en su mayor parte, unidos a proteinas, siendo
que la fraccién libre es la que difunde al interior de las células, ejerciendo de esta forma su

accion. Si bien el mecanismo de difusion simple a través de la bicapa lipidica de la membrana es
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el mas aceptado dadas las caracteristicas hidrofébicas y al bajo peso molecular de estas, hay
evidencias de que su ingreso a la célula esta regulado a través de receptores de membrana
distintos al clasico y bien descrito receptor esteroideo(GR), los cuales se acoplarian a proteinas
G, y este mecanismo seria responsable de las acciones rapidas de estas hormonas, por ejemplo la
inhibicion de la secrecion de ACTH hipofisaria [2].

El mecanismo mas estudiado acerca de los efectos producidos por los GC esta relacionado
con su unién al receptor de glucocorticoides (GR), que es un factor de trascripcion activado por
ligando perteneciente a la familia de los receptores nucleares dentro de la subfamilia de
receptores esteroideos, que comprende siete miembros: el receptor de estrogenos o y B, los
receptores relacionados de estréogenos | y 2, y los receptores para mineralocorticoides,
androgenos y progestagenos. Si bien hasta hora se han detectado seis transcritos diferentes del
GR que se muestran en la Fig. 2 [1]

El GR se encuentra en forma inactiva en el citoplasma asociado con otras proteinas; entre
las que se encuentran Hsp90, Hsp 70, Hsp 40, la co-chaperona p23 y las inmunofilinas FKBP51
y FKBP52 [3] y Cyp40. También se tiene evidencia de que diversas proteinas de sefializacion se
encuentran asociadas con el GR citoplasmatico incluyendo las Scr (proteina tirosina cinasa )y
Raf-1 ( una serina-treonina cinasa citoplasmatica , que juega un papel importante en el
crecimiento, proliferacion y sobrevivencia celular) (Fig. 3).

Se ha establecido que las chaperonas son necesarias para prevenir tanto la translocacién
nuclear como la formacion de agregados insolubles de GR [1]. Si bien el papel que juegan las
otras chaperonas que conforman al complejo aun no es claro, se sabe que los dimeros de Hsp90
estan relacionados con la produccién de cambios conformacionales necesarios para dejar al
descubierto la hendidura de enlace al esteroide con su receptor. Se ha encontrado que la

inmunofilina FKBP52 participa potenciando la afinidad del receptor por los GC, también se ha



demostrado que junto con la dineina y la Hsp90 ayuda en la translocacién del receptor de GR

nicleo una vez que este se ha unido a su ligando. La Hsp90 y la chaperona p23 han sido
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Figura 1. Vias de sintesis de los corticoesteroides .Se muestran las vias estereoidogénicas usadas en la
biosintesis de los corticoesteroides, junto con las estructuras de los intermediarios y productos.
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recientemente implicadas en la estabilizacién y desestabilizacién del enlace del GR al DNA [4,
5.

A diferencia de los otros receptores de esta superfamilia, la acumulacién del GR en el
nucleo es dependiente del enlace con su ligando (Fig. 3). Recientemente se ha sabido que el
resultado de la union de la hormona a su receptor produce cambios conformacionales en €l GR
que le permiten separarse de las proteinas de choque témmico que enmascaran a secuencias de
localizacion nuclear (NLS2). Después de que se han separado de algunas proteinas de choque
térmico el GR es translocado al nicleo, y es aqui donde puede interaccionar con regiones
reguladoras de ciertos genes. Tenemos cuatro tipos de sitios de unién que pueden ser agrupados
como sigue: 1) elementos de respuesta a glucocorticoides (GREs); 2) sitios medios de elementos
de respuesta a glucocorticoides (GRE1/2s) que estan relacionados con la activacion de la

expresion de genes; 3) elementos de respuesta negativa (nGREs) que reprimen la expresion
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genes y 4) factores de transcripcién a los que se unen directamente los GR que no tiene que ver
con su unién directa a las secuencias GRE en el DNA.

2.1.1 Elementos de respuesta a glucocorticoides (GRES)

Los GR pueden activar la transcripcién de genes por su enlace directo a los llamados
elementos simples de respuesta a glucocorticoides (GREs) (Fig. 4 A). Basado en el namero de
GREs, una secuencia consenso de GRE ha sido definida como la secuencia palindromica
imperfecta pentadecamérica GCTACAnnnTGTTCT [6]. En contraste con los otros miembros de
esta superfamilia de receptores, el GR se enlaza a estos GREs inicamente como un homodimero.
El GR lleva a cabo la transcripcién por el uso de las superficies de los dominios de
transactivacién como plataformas para el acoplamiento de coactivadores transcripcionales que
son capaces tanto de alterar la cromatina local, hacer el reclutamiento de moléculas participantes

y mantener la estabilidad de la imaquinaria de transcripcion (Fig. 3) .

Glucocorticoides
A

ﬂ/\w‘embmna
Hsp70 | celular
Hsp90 Q ¢
FKBP52

Membrana
Nuclear

Histona

Figura 3. Acciones moleculares de los glucocorticoides. 1) Después de haber entrado a la célula, los GCs se
enlazan al GR, el cual reside en el citoplasma formando un complejo con las chaperonas, y la inmmunofilina
FKBP52. 2) La unién del ligando induce la liberaci6n de las chaperonas y la translocacién de el GR al nicleo 3) La
regulacién de la expresién de los genes blanco en este caso es por contacto directo con el DNA, el receptor de
glucocorticoides dimerizado se enlaza a los elementos de respuesta (GRE) y promueve la transcripcién via
interaccién con complejos de cromatina remodelada. Estos estdn comprometidos con CBP/p300 y los miembros de
la familia hisiona acetilasa p160, la cual interactia mediante los motiffs LxxLL con el dominio activado por
ligando AF-2 de el GR. 4) En esta forma monomérica, el ligando unido a su GR liene interacciones cruzadas con
factores de transcripci6n tales como AP-1 NFx- B ya sea por interaccién directa de proteina-proteina o mediante
puentes de protefnas adicionales.
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Si bien hay muchos genes que son regulados positivamente en respuesta a los GCs a
través de los GREs , por ejemplo algunos de los que participan en la activacion, funcionalidad y
apoptosis de las células de sistema inmune tales como la fosfatasa MAPK-1, Bcl-X;, IxBa
(inhibidor de NFxB ), GILZ( cierre de leucina inducido por glucocorticoides, el cual previene la
activacién de la transcripcién mediada por NF-kB) , GITR ( gen relacionado del receptor del
factor de necrosis tumoral inducido por glucocorticoides) y IRF8 ( factor 8 regulador de
interferdén) [7].

En un cierto numero de genes, la respuesta a los GC no solo depende de la unién del GR
al GRE, ya que adicionalmente se requiere que otros factores de transcripcion estén unidos a

sitios cercanos donde se localizan los GREs (Fig. 4 A).

2.1.2 Sitios medios de elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE1/2s)

Por otro lado los GR también pueden unirse como monémero en algunos GRE, y estos
son llamados entonces sitios medios de elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE1/25s)
[8]. Es probable que debido a su baja afinidad, el GR monomérico tiene dificultades para
enlazarse a un GRE1/2s por si solo y al parecer estas secuencias requieren elementos adicionales
para mediar la respuesta a los glucocorticoides. Por otro lado también existen otros GRE1/2s que
pueden actuar sin estos elementos accesorios mediante el uso de muchos GRE1/2s, por ejemplo
el gen del citocromo del higado humano P450 3A hCYP3A es regulado por dos GRE1/2s [91]
Los GRE1/2s tienen también la posibilidad de unirse a otros GREs. De cualquiera de las formas
anteriores es como se logran interaccibnes cooperativas que quiza faciliten el enlace del GR

monomérico junto con su actividad (Fig 4B).
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2.1.3 Elementos de respuesta negativa (nGRESs)

Estos elemento de respuesta negativa, actian enlazandose directamente el GR sobre el
nGRE (Fig 4E). Si bien la secuencia de reconocimiento es similar a la del GRE, pero esta
presenta una mayor variabilidad (ATYACnnTnTGATCn) [10].

A pesar de que muchos nGRE han sido identificados, ninguno de ellos ha podido ser
relacionado con la respuesta inflamatoria. Probablemente, por diferentes mecanismos que no
requieren el enlace del GR a los GRE. Si bien la respuesta inflamatoria activa la transcripcion
de factores tales como factor nuclear kappa-B (NFx-B) que se encuentra altamente asociado al
proceso inflamatorio y AP-1(esta proteina juega un papel importante en la expresién de muchos
genes que tienen que ver con el ciclo y proliferacion celular) que se enlazan directo sobre sus
elementos de respuesta en los genes blanco [11]. En la represion de estas respuestas por los GC
no participa directamente el enlace del GR al DNA, ni en las secuencias nGREs, ni en los
GREs. En el modelo de interaccion directa, GR y AP-1 se enlazan por interacciones proteina-

proteina y previenen el enlace con sus respectivos elementos de respuesta (Fig. 4G y 5).

2.1.4 Factores de transcripcién a los que se unen directamente a los GR y no a las
secuencias GRE en el DNA.

En ciertos genes, el GR no necesariamente tienen que estar unidos al DNA  para llevar a
cabo sus efectos, pero si es necesario que exista un factor de trascripcion enlazado al DNA con el
cual el GR pueda formar un complejo. Si bien aqui el GR parece comportarse como un
corregulador inducible por ligando que emplea interacciones proteina-proteina para llevar a cabo
sus efectos, lo interesante es que estos efectos puedes ser tanto negativos como positivos (Fig 4

DyG)
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2.1.5. Resistencia a Glucocorticoides

En términos generales la resistencia a los GC es definida como la incapacidad de una
célula o de un tejido para responde a todos o a un cierto tipo de glucocorticoides. Esta resistencia
puede ser absoluta como lo es en el caso en el que el receptor de glucocorticoides no esta
presente. Por otra parte el manejo de las concentraciones de los glucocorticoides sobre las
células, las puede llevar también a mostrar cierta resistencia.

Uno de los principales requisitos para que los GC actiien, es que se tengan adecuados
niveles de GC intracelulares, ya que si bien esto es dificil de medir, lo que se hace es medir a los
pacientes los niveles plasmaticos de cortisol, pero estas medidas no siempre son confiables
porque los niveles plasmaticos de cortisol libre se ven alterados por la presencia de niveles altos
de proteinas plasméticas.que se unen a esteroides, impidiendo que estos pasen al interior de la
célula.

Una de las principales causas de la resistencia a los GC es la falta de este ligando que se
debe a diferentes razones. Quizéds intracelularmente los niveles de GC se reduzcan por la
sobreexpresion de los miembros de la familia de los transportadores largos ABC, el mas
importante la P-glucoproteina y la proteina asociada a multirresistencia de farmacos (MPR), asi
como la proteina de resistencia de pulmén (LRP). Otro ejemplo de esto es la expresion de la
enzima que metaboliza los GC en las células de osteosarcoma de ratas, la deshidrogenasa 11B-

hidroxiesteroide de tipo 2 que convierte el cortisol en cortisona que es inactiva [12].

Otro punto a considerar en la resistencia es el referido al mismo GR, ya que si bien ciertas
mutaciones en el GR pueden ocasionar este fendmeno como en el caso de la linea celular de
leucemia linfoblastica aguda (ALL). Es un hecho que este es el principal mecanismo de

resistencia in vivo, pero es también el que ha presentado mayor dificultad para resolverlo. La
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combinacién del tratamiento de GC con la quimioterapia en pacientes con algiin tipo de cancer
puede llegar a ser contraproducente, ya que se propicia la mutacién de estos receptores y su
seleccion a favor de la célula cancerosa, lo que da como resultado una alta resistencia al GC. Sin
embargo un estudio realizado en pacientes que padecian leucemia linfética y que eran sometidos
a ambos tipos de tratamiento, no mostraron mutaciones en su DNA, ni en los sitios de union a
DNA para el GR [13]; otro estudio realizado en nifios que padecian ALL mostraron una baja tasa
de mutacién en su GR asociada a la resistencia.

Otra razon para la resistencia a los GC podria estar asociada a ciertas variantes del
receptor de glucocorticoides resultantes de un splicing altemativo (variante GR-A), como es el
caso de una poliadenilacién del receptor (GR-P). Por ejemplo GR-P/GR-y y el GR-A fueron
detectados en una linea de mieloma resistente a GC. La isoforma GR-a es al parecer la méas
funcional, y dado que esto es asi se esta estudiando su posible asociacion a una alta sensibilidad a
los GC. Lo que aun no se sabe es como es que estas variantes pueden producir dicha resistencia o

en su defecto una alta sensibilidad a éstos [4].

2.2 APOPTOSIS

La apoptosis o muerte celular programada, es un proceso altamente conservado, el cual
tiene una participacién muy importante en la homeostasis y funcionalidad de todas las células,
participando en el mantenimiento adecuado del numero celular, asi como en la remocion de las
células que ya no son utiles al organismo. En el caso de las células del sistema inmune la
apoptosis es muy importante en la maduracién intratimica, en la activacion, diferenciacion, y
proliferacion de los linfocitos. Los analisis de la microscopia electronica nos han permitido
detectar ciertos cambios morfolégicos en las células ocurridos durante la apoptosis, por ejemplo:

condensacién de la cromatina, encogimiento citoplasmatico, y la formacién de burbujas por parte
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de la membrana plasmatica. También se ha detectado que en las primeras fases del proceso, no se
tienen cambios visibles en la mitocondria, el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi. Sin
embargo, algunos investigadores han reportado recientemente que la membrana mitocondrial
externa se hincha y de esta forma es liberado el citocromo ¢ [14] junto con el factor inductor de
apoptosis y una flavoproteina relacionada con la oxido-reductasa del espacio intermembranal de
la mitocondria. Se han propuesto varios modelos competentes para explicar cémo estos eventos
podrian estar envueltos en la regulacion de la apoptosis.

Los cambios moleculares ocurridos en la apoptosis incluyen la division intemucleosomal
del DNA, y la redistribucion de la fosfatidilserina (PS) desde la parte interna de la membrana
plasmatica hacia la externa [15 ].

Existen dos vias generales por los cuales se puede desencadenar la apoptosis, una que
esta mediada por los receptores de muerte o llamada via extrinseca y otro por la liberacion del

citocromo ¢ o via intrinseca, en ambas vias existe la participacion de caspasas (Fig. 6).

TRAIL v-radiacion  Factores de crecimiento
Receptor '

o i

Dano a DNA

Farmacos
Quimioterapéuticos

Figura 6. Diversos mecanismos de apoptosis
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2.2.1 Caspasas

Las caspasas son un grupo de proteasas de cisteina y son esenciales para el
desencadenamiento de la apoptosis. Al menos se han identificado alrededor de 14 caspasas en los
mamiferos. Estas enzimas reconocen secuencias de tetrapéptidos y escinden sus sustratos sobre
la parte carboxilo de un residuo de aspartato. Individualmente las caspasas tienen sustratos
especificos que son determinados por el patrén de aminoacidos que estan rio arriba del sitio de
corte (las posiciones P2-P4). Las caspasas son sintetizadas como zimégenos las cuales tienen
intrinsecamente baja actividad enzimatica. Si bien su actividad enzimatica completa se da al
conformar heterotetrameros compuestos de dos subunidades idénticas de aproximadamente 20
kDa ademéas de dos subunidades idénticas de aproximadamente 10 kDa. Estas subunidades
pueden ser producidas por el corte de otras caspasas. Se tiene evidencia que sugiere que la
agregacion de al menos algunas caspasas como zimoégenos es suficiente para promover el
autoprocesamiento y la subsiguiente cascada de activacion de caspasas. Si bien son llamadas las
iniciadoras de caspasas a las que comienzan esta cascada son de activacion, por ejemplo la
caspasa 8 y 9, que si bien son necesarias para la activacion de las caspasas efectoras.

Algunas caspasas, particularmente las caspasa efectoras , son capaces de inactivar ciertas
proteinas celulares vitales mediante escision , tales como la enzimas reparadoras del DNA,
laminita, gelsolina, MDM?2 (un inhibidor de p53) y la proteina cinasa CS.‘E‘xisten enzimas que
pueden ser activadas directa o indirectamente por la proteolisis mediada por caspasa. Como por
ejemplo la caspasa 3 que pude remover ciertos dominios regulatorios negativos de la cinasa p21
que activa a la proteina cinasa 2, y es a través de este mecanismo como se da la formacién de
vesiculas a partir de la de la membrana plasmatica. La DNAsa activada por caspasas (CAD) esta
normalmente inactivada por el enlace de su inhibidor 1CAD ( también llamado factor de

fragmentacion del DNA (DFF)), y durante la apoptosis el iCAd es escindido por las caspasas
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quedando entonces la endonucleasa activa, la cual produce los caracteristicos cortes del DNA de
las llamadas escaleras de apoptosis en los geles de agarosa [16].

2.2.2 Via extrinseca, mecanismo mediado por receptores de muerte

Esta via es iniciada por la unién de un ligando con su receptor y la subsecuente
activacion de ciertos mecanismos que culminan con el suicidio celular. La mayoria de estos
receptores pertenecen a la familia de los receptores del factor de necrosis tumoral (TNF-R), que
st bien dependiendo del tipo celular y de otras sefiales que la célula reciba estos receptores
pueden desencadenar tanto proliferacion, sobrevivencia, diferenciaciéon y en su caso la muerte
[17]. CD95 (también llamado APO-1 o Fas) y TNF-RI son miembros de esta familia y
contienen  regiones citoplasmaticas denominadas “dead domains” (DD), las cuales son
esenciales para la induccién de la apoptosis, y son estos dos a los que esencialmente se les ha
llamado receptores de muerte. También han sido estudiados otros receptores de esta misma
familia junto con sus ligandos, como TRAIL/APO2L (ligando inductor de la apoptosis
relacionado con TNF o ligando APO2) que induce apoptosis en células preferencialemnte
transformadas, y en contraste con otros ligandos que inducen muerte, éste es expresado en una
gran variedad de tejidos. Si bien han sido identificados otros cuatro receptores para TRAIL/APO-
2L (designados como DR4, DRS, DcR1 yDeR2 o TRAIL-R1 AL TRAIL-R4), pero solo DR4 y
DRS contienen los dominios DD que pueden desencadenar la apoptosis [74-78].

La oligomerizacién de Fas resulta en un reclutamiento del adaptador de proteinas FADD
(dominio de muerte asociado a Fas), el cual contiene dos dominios efectores de muerte, que
tienen la capacidad de unirse a la caspasa-8. El reclutamiento de maltiples moléculas de caspasa
8 es denominado como complejo de sefializacién inductor de muerte (DISC) el cual facilita su
autoprocesamiento y la formacion de la enzima activa caspasa 8. En las células de tipo [ (células
mueren por la union del ligando a Fas (CD95) sin intervencidn de la mitocondria), en las cuales

se encuentran incluidos la mayoria de los linfocitos, en ellas resulta en la fragmentacién y el
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reclutamiento de la caspasa-3 y esto es suficiente para matar a la célula. Este mecanismo de
apoptosis es diferente al que tienen las células de tipo II, tales como los hepatocitos, que
requieren de un circuito de amplificacion para obtener una respuesta lo suficientemente fuerte
para desencadenar la muerte [18]. Este circuito de amplificacién involucra a la mitocondria en la
sobreexpresion de la proteina antiapoptética Bel-2, teniendo como resultado que estas células tipo
II son resitentes a la sefializacion por Fas. A pesar de que los detalles ain no han sido aclarados
del todo, parece ser que la caspasa-8 escinde al (inico miembro citosélico de la familia de BH-
3, Bid. Después de los cortes realizados a Bid los fragmentos de éste migran hacia la
mitocondria donde promueven la oligomerizacion de Bax y Bak. Lo que lleva a la
desestabilizacién de la membrana mitocondrial, la liberacion del citocromo ¢ y la activacion de

la caspasa-3.

Independientemente de si las sefiales del receptor de muerte son mediadas a través del
circuito de amplificacion mitocondrial o no, estos convergen en la activacion de la caspasa-3, la
cual es considerada como un punto en el que ya no es posible regresar el proceso de muerte
celular. A pesar de que las caspasas han sido consideradas como indispensables para la
iniciacion de la apoptosis existe evidencia que demuestra hay vias alternas que pueden prescindir
de ellas [19], por ejemplo las proteinas mitocondriales AIF (factor inductor de apoptosis) y la
translocacion al nucleo de la endonucleasa G seguida de ciertos estimulos apoptéticos, donde
ellos inician la degradacion del DNA cromosomal sin requerir de la actividad de las caspasas.

2.2.3 Via intrinseca

Los estimulos para que se lleve a cabo la activacién de la via intrinseca, tales como el
dafio a DNA, inician el proceso de apoptosis por alteracion del delicado balance de las proteinas
de la familia de Bcl-2, las cuales controlan la integridad del membrana mitocondrial externa

[20].
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El mediador apoptético mejor caracterizado es el citocromo ¢, el cual forma un complejo
citosélico llamado “apoptosoma”, que consta del factor de activacién de proteasas de la apoptosis
1 (Apaf-1) y la procaspasa 9. La formacién del apoptosoma facilita el procesamiento de la
procaspasa 9, que inicia el proceso de activacion de las caspasas efectoras, siendo la mas
importante Ja caspasa 3. La desestabilizacién mitocondrial también da como resultado la
liberacién de proteinas que se enlazan y antagonizan a los miembros de las proteinas inhibidoras

de la apoptosis (IAP) denominada cominmente SMAC /Diablo.

2.2.4. Familia Bel-2

La familia de Bcl-2 (células B de leucemia/ linfoma 2 como proteinas) quienes modulan
principalmente los eventos apoptéticos de mitocondria, se ha dividido en tres clases sobre la base
de sus funciones y el nimero de dominios de homologia con Bcl-2 (BH); asi tenemos a los
miembros anti-apoptéticos Bcl-2 y Bel-x que poseen cuatro dominios BH (BHI1 a BH4); los
miembros propapoptoticos Bak y Bax que tienen tres dominios BH (BHI a BH3) , y los
miembros proapotdticos de BH-3 | entre los que estan Bid, Bim que muestra homologia solo
con el dominio BH3 (Fig.7) [21]. Estos tres grupos son capaces de formar tanto homo-
oligébmeros como heterodimeros y de su asociaciéon depende la permeabilizacién de la
membrana mitocondrial. Bax y Bak pueden cada uno de ellos formar homo-oligémeros en la
membrana mitocondrial externa en respuesta a sefiales apoptéticas, y alterar asi la
permeabilizacion de la membrana; de hecho las células que son doblemente deficientes para estas
proteinas muestran gran resistencia a la liberacion del citocromo ¢ asi como a la apoptosis
inducida por multiples estimulos [22, 23] Por el contrario, las células deficientes de proteinas de
BH3 son resistentes a la liberacién del citocromo ¢ o a la muerte inducida por sefiales selectivas

de muerte [24, 25 ]. La sobreexpresién de Bel-2 y Bel- XL puede bloquear la permeabilizacion de
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la membrana mitocondrial inducida por el aumento en la expresién de BH-3 o por Bax y/o Bak
[26] Estas observaciones sugieren que las interacciones con las diferentes clases de proteinas de
la familia Bel-2, son cruciales para la determinacién de las decisiones en la mitocondrial.
Actualmente se ha aceptado que distintos estimulos apoptoticos convergen primero sobre
diferentes proteinas del grupo de BH3, las cuales desencadenan sefiales para que la mitocondria

decida entre Bax/Bak o Bel-2/Bcelxy

Anti-apoptéticos Subfamilia Bel-2

Figura 7. Clasificacién y organizaciéon de los miembros de la familia de Bel-2. BH, homologla con Bel-2, T™,
transmembrana

Las proteinas de BH3-solo son activadas tipicamente tanto por modificaciones post-
transcripcionales tales como la activaciéon de BID mediado por caspasa 8, Bid truncado (tBid), o
por regulacion positiva trasncripcional.

En células normales, Bak se encuentra en forma inactiva, como mondémero en la

membrana mitocondrial externa en asociacidén con canales anionicos dependientes de voltaje
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(VDAC-2) [27], mientras que Bax quizids permanece inactivo en el citosol a través de
interacciones con varias proteinas, incluyendo Ku-70 [28] y el péptido humanina (HN que es un
péptido antiapoptético de 24 aminoacidos codificado en el genoma de los mamiferos, que
previene la translocacion de Bax del citosol a la mitocondria) [29]. Muchas sefiales apoptoticas
pueden desencadenar la translocacién de Bax mediante las proteinas BH3, seguido por su
insercién dentro de la membrana mitocondrial externa [30] y la formacion de Bak o Bax homo-
oligémeros, los cuales son probablemente los conductos de salida en la membrana mitocondrial
externa para las proteinas apoptéticas del espacio intermembranal. Se han propuesto varios
modelos para saber como las proteinas antiapoptdticas antagonizan las funciones de Bax, Bak y
las proteinas de BH3. Cheng ef al, han reportado que la capacidad de Bcl-2 y Bel-x,,  para
inhibir la apoptosis inducida por la expresién correlacionada de Bid, Bim, o Bad tiene que ver
con sus habilidades para enlazarse con las proteinas BH3 pero no asi con Bax/ Bak [31]. Esta
observacion sugiere que las proteinas apoptéticas Bel-2 quizas actian a través del secuestro de
proteinas activas BH3 a distancia de Bax/ Bak. Sin embargo el aumento de la asociacion entre
Bcl-2 y Bak se observa después del enlace entre Bid con Bak [34, 32], sugiriendo que quizas
Bel-2 tiene una funcién directa en la regulacion de la oligomerizacién de Bak o Bax . Ademas la
topologia de la membrana mitocondnal se altera durante la apoptosis, reflejando un cambio
conformacional potencial de Bcl-2 en respuesta al complejo activado de Bak/ Bax [33].
Entonces las proteinas antiapoptoticas de Bel-2 quizé funcionen en el secuestro de las proteinas
activas de BH3 o por la restriccion de la oligomerizacion de Bax/Bak, lo anterior contribuye en
la generacion de un ambiente no apto para que se desencadene la muerte celular. Si bien durante
la apoptosis, la actividad antiapoptética de Bcl-2  es superada probablemente de forma
simultanea por la activacién de distintas clases de proteinas de BH3, algunas de las cuales se
enlazan e inactivan a Bcl-2 | y este ambiente activador de proteinas BH3 es capaz entonces de

activar a Bax/ Bak [ 34].
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Un modelo simple para la permeabilizacién de la membrana mitocondrial, es mediante la
induccién de un cambio conformacional alostérico en Bax/Bak por las proteinas de BH3,
desencadenando su oligomerizacién y formandose poros en la membrana mitocondrial extema,
ademas Newmayer y colegas han encontrado que Bid y Bax (o la oligomerizacion de Bax)
podria formar poros en liposomas reconstruidos, permitiendo el paso de dextranos de dos MDa
[35]. Es de interés que la formacién de estos poros es absolutamente dependiente de la presencia
de cardiolipina, que es un lipido enriquecido de la membrana mitocondrial intema, y en los sitios
donde tienen contacto la membrana mitocondrial interna con la externa [36].

Diversos estudios muestran evidencia que sugiere que la regulacion de la permeabilidad
de la membrana mitocondrial debida a Bcl-2 va mas alld de las perforaciones generadas por
Bak/Bak en la membrana mitocondnial interna que permiten que las proteinas del espacio
intermembranal salgan. En primer lugar los perfiles de liberacion de las diferentes proteinas del
espacio intermembranal varian en sus ritmos y dependen de otros factores tales como las
caspasas, sugiriendo que aqui hay puntos de regulacion rio arriba que deben de satisfacerse
antes de que sean liberadas las proteinas del espacio intermembranal. En segundo lugar, la
mitocondria parece sufrir varios cambios en la estructura y morfologia de su membrana antes
de la liberaci6n del citocromo ¢, incluyendo la fusién mitocondrial [37] y la remodelacién de las
crestas de la membrana mitocondrial intema [38, 39 ] y la peroxidacion lipidica [40 ]; todos
estos cambios dan como resultado la liberacion del citocromo ¢. En tercer lugar numerosos
estudios indican que, en la permeabilidad mitocondrial, las aperturas pasajeras del poro de
transicion (mtPTP), y en gran medida la alta conductancia de complejos multiproteinicos que
cruzan la membrana mitocondrial interna y la externa, son importantes para la liberacién del
citocromo ¢ [41, 42, 43]. Y en cuarto lugar tenemos que en la familia de proteinas Bcl-2 Bax,
Bak y Bci-2 también se encuentran localizados en el reticulo endoplasmatico y pueden afectar

la homeostasis del Ca >y la ingesta del mismo en la mitocondria, los cual puede ser importante
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para la apertura de mtPTP y la liberacién de las proteinas del espacio intermembranal en algunos
casos [44, 45, 46, 47]. Algunos de estos fenémenos pueden ser explicados por interacciones que
han sido observadas entre proteinas de la familia Bel-2 y componentes de mtPTP o la fusion de
la maquinaria mitocondrial [48]. Si bien también es posible que Bax y Bak cooperen con el
mtPTP para formar un canal en J]a membrana mitocondrial extema que puede ser inhibido por
Bcl-2 [50]. Entonces las proteinas de la familia de Bcl-2 quizas activen en numerosos procesos
en la mitocondria y el reticulo endoplasmico durante Ja apoptosis, incluyendo la reorganizacion
de proteinas apoptogénicas que estan en el espacio intermembranal antes de que salgan a través
de la membrana mitocondrial externa.

2.2.5. Apoptosis y el GR

Desde la década pasada ha sido del conocimiento general que los GC inducen la
apoptosis en la mayoria de las células nucleadas del sistema vascular, tales como los timocitos,
celulas de mieloma, asi como los monocitos de sangre periférica entre otros [49]. Se ha reportado
que los GC regulan el proceso apoptético en varios tipos celulares a través del GR.

Por ejemplo en un estudio realizado en linfocitos de humano y de rata se demostré que
uno de los principales efectos de la dexametasona sobre estas células fue el arrrestamiento del
ciclo celular, la condensacién de la cromatina, encogimiento celular y la degradacién selectiva
del RNA y DNA. Se encontré que estos efectos eran dependientes de la presencia de los
receptores funcionales [*°].

Por otra parte la activacién del GR involucra la fosforilacién de residuos de serina , lo
cual incrementa su potencia, pero decrece su tiempo de vida media Sin embargo la correlacion
entre la fosforilaciéon del receptor y la modulacién de la apoptosis no ha sido del todo

establecida [50].
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Se ha estado estudiando acerca de las alteraciones del potencial de membrana inducidas
por los GC, lo cual al parecer también modifica la expresion de ciertos genes, sugiriendo que

este sea un nuevo mecanismo en la induccion de la apoptosis inducida por los GC [51].

2.2.6. Regulacion de Bcel-2 debida a los glucocorticoides (GC)

Diversas investigaciones han reportado la capacidad de los GC para regular la expresién
de las proteinas de la familia de Bcl-2 y participar en la modulacion de la apoptosis. Lo que
permanece sin ser esclarecido es por qué en un tipo de células los GCs pueden inducir la
apoptosis mientras que en otros tipos celulares tienen un efecto totalmente contrario a este. Una
posible explicacion a ello son quizds los diversos patrones de comoduladores que existen en cada
célula en particular y que pueden afectar a los promotores de la familia de Bel-2 de formas
opuestas.

Los miembros anti-gpopt()ticos de Bel-2(Bcl-2, Mcl-1 y Bel-x,) bloquean la apoptosis
inducida por los glucocorticoides en varias lineas celulares, como por ejemplo la sobrexpresién
de Bcel-2 en linfocitos pre-B humanos, y células MM  se ven protegidas del efecto apoptoético
inducido por glucocorticoides. La transfeccién de lineas celulares linfoides murinas S49.1 y
WEHI 7.2 con Bel-2 [52 ] y las células PC12 con Bel-x;. [53], mostraron una alta resistencia a la
fragmentacion del DNA inducida por glucocorticoides. En contraste, los ratones que son
knockout para Bel-2 mostraron una respuesta apoptdtica acelerada inducida por dexametasona.
[54]

Asi mismo se ha reportado que los GC promueven la apoptosis en los timocitos a través
de la induccion de la expresion de proteina proapoptotica Bad que pertenece también a la
familia de Bel-2 [55], o a través de la disminucion en la expresion de proteinas antiapoptéticas
como Bcel-2 y Bel-x;, en las células leucémicas [56]. La supresion de los miembros

antiapoptéticos de {a familia de Bcl-2 debida a los GC y la eliminacion de la apoptosis inducida

27



por los GC al sobreexpresar la proteina Bel-2 sugiere una relacién causal entre la apoptosis
inducida por los GC 'y las proteinas de la familia de Bel-2 , las cuales quizas tienen como
prerrequisito  la generaciéon de peroxido de hidrégeno [57] o el transporte alterado de la
membrana.

De acuerdo con lo anterior los GC parecen regular de diferente manera la expresién de
las proteinas de Bel-2 y los eventos apoptdticos dependiendo del tipo celular y la estimulacién
que se les de.

Por otro lado se ha demostrado en monocitos de sangra periférica que CD95 y el ligando
de CD95 eran regulados positivamente por diferentes concentraciones de GC dependientes de
tiempo, asi como el incremento en su liberacion hacia la membrana celular. En un ensayo
paralelo la coestimulacién con el antagonista del receptor de GC, el RU486, disminuy6 la
apoptosis que se estaba generando por la expresion de CDS5/CD9SL  inducida por GC,
subsecuentemente los niveles de caspasa 8 y caspasa 3 también descendieron. En este mismo
ensayo la apoptosis se vio inhibida por la presencia del anticuerpo anti-CD9SL. Todo lo anterior
sugiere a los autores el hecho de que los Gc inducen la apoptosis de los monocitos por una via
que se encuentra relacionada con CD95/CD95SL [58, 59].

Por oftra parte se encontrd una asociacion entre la muerte de las células T inducida
inmediatamente después de un tratamiento con dexametasona, encontrandose con la activacién de
las caspasas 3,8, y 9. Basados en estudios con ratones que no expresaban los genes para Bid y
Bax, estos no parecieron necesitar de estas moléculas proapoptoticas para que la dexametasona
indujese la apoptosis de sus timocitos [60, 61] , sin embargo otros reportes muestran que Bax es
una molécula esencial para la inducci(?n de la apoptosis de estos timocitos por dexametasona.[62,

63]
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En si parece ser que los GC inducen la apoptosis actuando a diferentes niveles
dirigiéndose  en ultima instancia a la activacién del sistema de las caspasas. Por ejemplo la
dexametasona potencia la expresion de la molécula Bim (BimEL,BimL, y BimS) la cual facilita
la translocacién de Bax en la membrana mitocondrial y su unién con Bak , para asi activar a la
caspasa 9 [64]. Los glucocorticoides también pueden actuar por la liberacién del segundo
activador mitocondrial de las caspasas, Smac, quien activara a la caspasa 9. [65] También los GC
pueden actuar alterando el potencial de membrana, lo cual también va a desencadenar la
activacion de las caspasas, de acuerdo con lo anterior al sobreexpresar a Bcl-2, ésta antagoniza
la pérdida del potencial de membrana inducida por el GC, resultando también en una disminucién

de las especies reactivas de oxigeno en la linea de células pre-B de leucemia 697 [66].

Ademas, la relacién de Bcl-2 con la apoptosis inducida por los GC parece estar a nivel de
ciclo celular y sus reguladores, ya que la sobrexpresion de Bel-2 retrasa el incremento de la
actividad de la cinasa dependiente de cilcina 2 (Cdk) que esta asociada a la apoptosis inducida
por dexametasona. En contraste con lo que sucede con la sobrexpresion de Bax la que potencia
la actividad de Cdk2 [67]. En las células de mieloma multiple, Bcl-2 promueve la sobrevivencia
por inhibicién de la degradacion de los factores de transcripcion tales como c-Fos y NF-kB por el
proteasoma vy antagonizando la degradacién inducida por DEX de c-Fos a través del proteasoma.
Ello no requiere la interaccion con la expresion del inhibidor y antagonista IkB pero si un poco
con la via de sefializacion rio arriba para la activacién de NF-xB, posiblemente sea por la
estabilizacion del enlace de NF-xB a el DNA a través de la inhibicion de su degradacién

proteasomica [68]

El afio pasado se reportd que la sobreexpresion de Bel-2 en células transfectadas produce

que las moléculas de Bel-2 se redistribuyan hacia la membrana nuclear, impidiendo con ello que
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se lleven a cabo las funcién de NF-kB, al parecer ello sucede debido a que Bcl-2 se enlaza a la
molécula de NF-xB activa, impidiend.o que ésta se transloque al nucleo. Por otra parte se
encontr6 que al expresar del mismo modo a la molécula de FKBP38 (de la cual se hablara con
mas detalle adelante) quien se ha demostrado que dirige a Bel-2 a la membrana mitocondrial
externa, las moléculas de Bcl-2 que estaban en el nucleo se redirigian de nuevo hacia
mitocondria, encontrando de esta manera que se restauraba la translocacién y funcién de NF-xB.
Este hecho sugiere la posibilidad de que la sobreexpresion de Bcel-2 en las células sea una sefial
de un dafo excesivo que culmina con la muerte de la célula, y que en estos casos la cantidad de
FKBP38 no sea la suficiente como para que Bel-2 pueda cumplir con su funcidn antiapoptética
al anclarse a la membrana mitocondrial, més por el contrario su acumulacién nuclear altera la
actividad de NF-xB, lo cual podria dependiendo de la intensidad del dafio causar la muerte de las

células [69]

Es sabido que para algunas células la baja en la actividad del factor de transcripcion NF-
kB, no es compatible con la vida, ya que provoca alteraciones importantes que no permiten la

sobrevivencia.

En tanto que los GC han demostrado inhibir la produccion de citocinas, la proliferacion
celular [70 y 71] la induccién y aceleracién de la apoptosis [72] (en donde participan
principalmente los miembros de la familia Bcl-2) , varios estudios se han enfocado en las
relaciones existentes entre la inmunosupresidn que causan los GC, y la modulacion de la familia

Bcl-2 con el proceso de muerte celular.

30



2.3 INMUNOFILINAS

Las inmunofilinas son proteinas intracelulares ubicuas y conservadas que se enlazan a
farmacos supresores del sistema inmune, tales como FK506, rapamicina, y ciclosporina 4
[73]. Todos los miembros de la familia de las inmunofilinas tienen actividad de peptidilpropil
isomerasa (PPlase), estos sugiere la idea de que quiza estas tengan una funcion importante en el
plegamiento de ciertas proteinas dentro de la célula. A las inmunofilinas se les puede dividir en
dos clases; las FKBPs que son proteinas de unién a FK506 y rapamicina; y las que se enlazan a
ciclosporina 4, llamadas ciclofilinas (CyPs). Los farmacos inmunosupresores ocupan los sitios
prolil isomeras de las inmunofilinas e inhiben in vitro la isomerizacién cis-frans de los enlaces
peptidil-prolil. Si bien lo anterior es solo una limitada evidencia de que las inmunofilinas juegan
un papel importante en el plegamiento de proteinas in vivo. Casi toda la informacién disponible
acerca de las inmunofilinas relaciona el bajo peso molecular de sus miembros, tales como
FKBS52 y CyP-18, los cuales son componentes celulares responsables de la inhibicién de la

activacién de las células T.

Las inmunofilinas poseen dominios repetidos de tetratricopeptido (TPR) y dominios de
enlace a calmodulina en la parte media carboxiterminal. Estos TPR son frecuentemente
arreglados en tandems repetidos, y ellos son sitios donde se dan interacciones intra e
intermoleculares. Se ha visto que hsp90 se enlaza a una gran variedad de proteinas que

contienen de 3 a 7 dominios TPRs, incluyendo a las inmunofilinas (Fig. 8).
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PKEP38 - ---ELVFTLGDCOVIQALDLSVPLMDVGRTAMVTADSKYCYGPQGSRSP

101 v 122
FKBPS1 KIPSNATLFFEIERLLDFKGE=-~-
FKBP52 KIPPNATLVFEVELFEFKGE-~
FKBP12 IIPPEATLVFDVELLKLE---—
FKBP25 KIPPNAKLTFEVELVDID---~

FKBP38 YIPPHAAILCLEVTLXKTAVDGFD

Figura 8. a) Estructuras algunas inmunofilinas humanas y proteinas relacionadas que muestran el
dominio FKBPs, el dominio de ciclofilina (Cyp), dominios TPRs, sitio de unién a calmodulina (CaM), y
dominios transmembrana (TM). Se muestran los porcentajes de identidad de las secuencias de las
proteinas relacionadas y la correspondiente regién de las FKBPs. b) Alineamiento de las secuencias de las
diferentes inmunofilinas que muestran los residuos del sitio de unién a FK506 con tridngulos inversos
(V) y con un punto negro (e) los que se enlazan a través de puentes de hidrogeno a esta molécula.

El enlace de las inmunofilinas con hsp90 mediante los dominios TPR es conservado tanto
en plantas como en animales superiores, sugiriendo que quizds sea una interaccion basica entre

proteinas y sea a su vez critica para la funcionalidad de las inmunofilinas de alto peso molecular

[74].
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La FKBP12 es el miembro mejor caracterizado de la familia de las inmunofilinas FKBP,
que interacciona con la calcineurina solo en presencia de FK506. Los estudios estructurales han
mostrado que el complejo FKBP12-FK506 se enlaza perfectamente a la calcineurina. La
calcineurina es una proteina serina/treonina fosfatasa que es activada por calcio y calmodulina,

esta implicada tanto en eventos de transduccion de sefiales como en la apoptosis [75,76].

2.3.1. FKBP38

Otra inmunofilina que es de particular interés es la FKBP38 que muestra una secuencia
substancialmente similar con FKBP12, FKBP52 y Cyp-40 [ 77]). Tanto FKBP52 como Cyp-40
se enlazan al receptor de glucocorticoides y participan en el trafico del receptor de
glucocorticoides entre el citoplasma y el niicleo. La region amino terminal de FKBP38 contiene
un dominio de FKBP (una secuencia que esta conservada en todos los miembros de la familia
de FKBP y es responsable tanto de su enlace a FK506 y como para su actividad de
peptidilprolil trans-isomerasa (PPlasa). A pesar de las similitudes de los dominios FKBP con los
de FKBP38, los aminoacidos necesarios para su enlace con FK506 y para la actividad PPlasa
no son conservados en FKBP38, sugiriendo que quizas esta proteina no tiene ni la actividad de
PPlasa ni la capacidad de unirse a FK506. Estas caracteristicas hacen que FKBP38 sea (nica en
toda la familia de las FKBP, y sugiere que tiene una funcién independiente de FK506 (Fig. 8) .

Como se mencioné anteriormente diferentes estimulos  apoptéticos inducen la
disfuncién mitocondrial, incluyendo la liberacién de citocromo ¢, el factor inductor de apoptosis
y. Smac (también conocido como diablo), y también la perdida del potencial de membrana
mitocondrial. Asi mismo las proteinas antiapoptéticas Bcl-2 y Bel-xp protegen a la célula en
contra de todos estos eventos mitocondriales por la inhibicion de proteinas pro-apoptoticas y
previniendo la transicién de la permeabilidad mitocondrial. Tanto Bel-2 como Bel-xL son

proteinas de membrana localizadas predominantemente en la mitocondria. En contraste para Bcl-
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2 y Bel-xy quizas los miembros pro-apoptéticos de la familia de Bel-2, incluidos Bax , Bad, Bid
y Bim, se localizan en el citosol de las células antes de ser expuestas a sefiales de muerte. En
respuesta a un inductor, estas proteinas se translocan a la membrana mitocondrial vy
contrarrestan  los efectos anti-apoptdticos de Bcl-2 y Bel-x.. Aunque la localizacion
mitocondrial de Bcl-2 y Bel-x; parece ser crucial para sus funciones antiapoptdticas, los
mecanismos moleculares por las cuales estas proteinas se translocan a membrana y por los cuales
permanecen unidas a mitocondria todavia no se han esclarecido.

Es sabido que la familia de las Bcl-2 son frecuentemente reguladas por modificaciéon
postraduccional, lo que puede controlar su actividad y conformacién. La proteina Bcl-2 tiene
residuos especificos que pueden ser fosforilados bajo ciertas circunstancias; por ejemplo se ha
encontrado que en un estado fosforilado Bel-2 se inactiva, mientras que una mutacion en los
residuos fosforilables demuestra su eficacia como molécula antiapoptdtica. La forma fosforilada
de Bcl-2 fue detectada en el reticulo endoplasmico (RE) lo que hace que esta sea incapaz de
unirse a proteinas propapotédticas. Recientemente en estudios in vitro se encontré que la
fosforilacion de Bel-2 puede ser fuertemente inhibida en presencia de FKBP38, al parecer esto es
debido a que FKBP38 interacciona con un loop no estructurado de Bcl-2, haciendo que sea poco
probable tener un sitio libre para la fosforilacion que inactive a la proteina. Estos resultados
sugieren un efecto regulatorio por parte de la inmunofilina a través del bloqueo de los sitios
fosforilalacién.[78]

Por otra parte se tiene evidencia de que FKBP38 puede modular la apoptosis por
interaccién directa con la calcineurina, actuando como su inhibidor [79]. Sin embargo
recientemente se ha publicado que ésto no es del todo cierto [80]. La calcineurina (una proteina
fosfatasa 2B, CaN) que esta relacionada con la sefializacién intracelular de calmodulina/Ca®*
quien realiza la desfosforilacién de muchas proteinas importantes tales como los factores

retranscripcion NFAT, MRF2, Elkl, as{ como también la 6xido nitrico sintasa y la subunidad
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regulatoria  RII del AMPc que es dependiente de proteinas cinasas. Por ende esta enzima se
acopla a la sefializacién de calcio para apoptosis y el control transcripcional en el sistema
inmune, ademas de los sistemas nervioso y cardiovascular. Si bien cuando se utiliza compuestos
tales como FK505 y ciclosporina a (CsA) como inmunosupresor, estos actiian como potentes
inhibidores de CaN debido a la formacién del complejo FKS06/FKBP12/CaN. FK506 necesita la
presencia de FKBP12 para poder ejercer su efecto inhibitorio sobre la calcineurina, lo mismo
para CsA que se une a la ciclofilina 18, ya que se ha demostrado que cuando alguna de estas
proteinas se encuentra ausente, no hay ningin efecto sobre CaN. La interaccién de estos
complejos no se da a través de su unién con el sitio activo de la CaN.

En relacién con lo anterior se habia encontrado evidencia que sugeria la posibilidad de
que FKBP38 podria ejercer el mismo efecto que el complejo FK506/FKBP12; el de inhibir a la
CaN y con ello la consecuente supresion de la respuesta inmune y de la apoptosis. Lo novedoso
de esta evidencia es el hecho de que FKBP38 no requeria la unién del farmaco FK506 para
inhibir a la fosfatasa, por ello es que se le atribuyo el titulo de inhibidor inherente de CaN [74].
En una publicacién de este afio muestran que lo anterior no es del todo verdadero, ya que en sus
experimentos tanto in vivo como in vitro encontraron que FKBP38 humana no actia como
inhibidor inherente de la CaN, lo que es mas se necesita de la presencia de FK506 para que
FKBP38 pueda inhibir la funcion de la CaN [75].

Lo que es de relevancia para este trabajo es la evidencia encontrada que afirma que
FKBP38 se une Bcl-2 en la membrana mitocondrial externa y que la localizacién mitocondrial
de esas proteinas antiapoptéticas es importante para la inhibicion de la apoptosis. Para demostrar
lo anterior, primero que nada realizaron tinciones que indicaban que FKBP38 se localizaba en la
membrana mitocondrial y en cercania con Bcl-2 y Bel-xL | mientras que otras inmunofilinas se
encontraban en el citoplasma. Paralelamente se llevaron a cabo ensayos produciendo proteinas de

FKBP38 mutantes que no presentan el dominio FKBP, lo que impide su unién con Bcl-2 y Bel-
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XL por lo que esta no puede insertarse en la membrana mitocondrial ni cumplir con su funcién
antiapoptotica, ello sugiere que la funcién principal de la FKBP38 es la de dirigir a Bcl-2 hacia
la membrana mitocondrial, para reafirmar este hecho se obtuvieron mutantes de FKBP38 a una
de ellas le fue eliminada la secuencia sefial de unién a membrana mitocondrial y otra a las cual
se le adicionaron péptidos para dirigir a FKBP38 a la membrana citoplasmatica , encontrando que
tanto FKBP38 junto con Bcl-2 y Bel-xL colocalizaban respectivamente en la membrana
mitocondrial y en el citoplasma . Asi mismo se utilizo un RNA de interferencia para FKBP38 lo
cual reducia su expresion notablemente, encontrando que tanto Bcl-2 y Bel-xL se encontraban
dispersos en el citoplasma. Con toda la informacién anterior podemos afirmar que FKP38 es una
proteina crucial para la funcion de Bcl-2, en este caso en la translocacién de ésta a la membrana
mitocondrial [75,81].

Son muy pocos los estudios que hay acerca de esta inmunofilina en su interaccién con
Bcl-2, por lo que en el presente trabajo se intenta relacionar la expresién de estas dos moléculas
en presencia de glucocorticoides a diferentes tiempos, lo que quizas nos estaria dando patrones

de comportamiento de ambas moléculas.
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IIL.- OBJETIVO E HIPOTESIS

3.1 OBJETIVO

Determinacién semicuantitativa de la expresién de los genes de la FKBP38 y Bel-2 a
nivel de mRNA en células mononucleares de sangre periférica (PBMC) cultivadas en presencia
de diferentes concentraciones de glucocorticoides, asi como un andlisis en la fragmentacion del
DNA en cada uno de los diferentes casos.

3.2 HIPOTESIS

Los glucocorticoides disminuirdn la expresion de los mensajeros de Bcl-2 y la de la
inmunofilina FKBP38.

Se espera que a una mayor cantidad de expresion de ambos mensajeros tengamos a su
vez una disminucion en la fragmentacion del DNA dependiente de la disminucién en la
concentracion del glucocorticoide.
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IV.- METODOS Y TECNICAS

4.1 OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE

PERIFERICA (PBMC)

1.-Hacer una dilucién 50% con sangre total obtenida de donadores sanos y PBS 1X

2.- Colocar una tercera parte de Ficoll en el fondo de otro tubo, y posteriormente adicionar
lentamente las dos partes restantes de la sangre diluida en el paso anterior

3.- Centrifugar de a 1600 rpm 30 min.

4.- Obtener la interfase blanquecina (que es donde se encuentran las PBMC) con una pipeta
Pasteur, y depositarla cuidadosamente en otro tubo.

5.- Inmediatamente llenar hasta el tope del tubo con PBS 1X

6.- Centrifugar a 1800 r.p.m. durante 10 min.

7.- Decantar el sobrenadante, resuspender el boton celular en el liquido que escurre por las
paredes después de haber decantado, a continuacién adicionar PBS 1X

8.- Centrifugar a 1800 r.p.m. durante 10 min.

9.- Decantar el sobrenadante

10.- Resuspender el boton celularen 1000 pl de medio RPMI 1480

4.2 CUENTA DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA

(PBMC)

1.- Una vez resuspendido el botén celular se toman 20 pul y se colocan en un tubo

eppendorf y se afiaden 20 pl de azul tripano.
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2.- Se toma una alicuota de 10 ul de la mezcla anterior y se depositan en la Camara de Neubauer.
3.- Se cuentan los cuatro cuadrantes de las esquinas

4.- Calcular e] numero de células mediante la formula siguiente:

(SUMA DE LOS 4 CUADRANTES /4 ) X 10* X 2 = No. Células / ml
2 =factor de la diluciéon al mezclar con el colorente

10* = factor de la Camara

4.3 CULTIVO CELULAR

Se trabaja siempre en condiciones de esterilidad en la campana de flujo laminar. Se
utilizan microplacas de 24 pozos (Costar) a la que a cada pozo se deposita un total de 1, 000,000
células/ml de medio RPMI

Después de haber extraido los mononucleares de sangre periférica se dejan 24 h
Unicamente con medio RPMI en la estufa a 37°C , 5 % de CO,, para posteriormente darles los
tratamientos correspondientes.

Los estimulos para cada cultivo celular se describen a continuacién:

Se tiene cuidado especial en el caso de las cajas que contienen RU486, ya que primero
se adiciona el Cortisol o Dexametasona y a continuacidn el antagonista de glucocorticoides el

RU 486
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Caja No.1 CORTISOL

3h 6h 9h 12 h 24 h 48 h
Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol
10° 10 10 10 10° 10
Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol
10 10 108 10 108 10°®
Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol
1010 1071 1010 1070 100 1010
Control Control Control Control Control Control

Caja No.2 DEXAMETASONA

3h 6h 9h 12 h 24 h 48h
Dexametasona | Dexametasona | Dexametasona Dexametasona Dexametasona Dexametasona
10° 10 10° 10 10°¢ 10
Dexametasona | Dexametasona | Dexametasona | Dexametasona | Dexametasona | Dexametasona
10’8 108 10 10°® 108 10°®
Dexametasona | Dexametasona | Dexametasona Dexametasona Dexametasona Dexametasona
10 1070 1070 10710 1010 10710
Control de | Control de | Control de | Control de | Control de | Control de
RU 486 RU 486 RU 486 RU 486 RU 486 RU 486
107 10° 10 10° 10 10°
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CajaNo.3 CORTISOL + RU 486

3h 6h 9h 12 h 24 h 48 h
Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol
10 10° 10° 10° 10 10

RU 486 RU 486 RU 486 RU 486 RU 486 RU 486
107 10° 10% 10° 10% 10°
Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol
10°® 10°® 10°® 10® 10® 10°®

Ru 486 Ru 486 Ru 486 Ru 486 Ru 486 Ru 486
107 107 107 107 107 107
Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol
1071 10710 10710 10710 10710 10710
Ru486 Ru486 Ru486 Ru486 Ru486 Ru486
10° 10? 10° 10° 10? 10°
Control de | Control de | Control de | Control de | Control de | Control de
RU 486 RU 486 RU 486 RU 486 RU 486 RU 486
107 107 107 107 107 107

Caja No.4 DEXAMETASONA + RU 486

3h 9h 12h 24h 48h T2h
Dexametasona | Dexametasona | Dexametasona | Dexametasona | Dexametasona | Dexametasona
10¢ 10 10° 10 10 10

RU 486 RU 486 RU 486 RU 486 RU 486 RU 486
10° 10° 10° 10% 10% 10°
Dexametasona Dexametasona | Dexametasona | Dexametasona Dexametasona Dexametasona
10 10° 10° 10° 10 10

RU 486 RU 486 RU 486 RU 486 RU 486 RU 486
10° 10° 10° 10 10 10°
Dexametasona Dexametasona Dexametasona Dexametasona Dexametasona Dexametasona
10710 1070 10710 10710 10710 1010

RU 486 RU 486 RU 486 RU 486 RU 486 RU 486
10° 10® 10° 10° 10® 10°
Control de | Control de | Control de | Control de | Control de | Control de
RU 486 RU 486 RU 486 RU 486 RU 486 RU 486
10° 10° 10° 10? 10° 10°
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Se toman las muestras de las cuatro cajas en los tiempos indicados de las tres diferentes

concentraciones incluyendo controles.

4.4 OBTENCION DE RNA TOTAL
a) Tomar las células de cada pozo por separado y adicionar PBS 1X (para lavar)
b) Centrifugar a 1800 rpm durante 15 min., a temperatura ambiente y decantar el sobrenadante
¢) desechar el sobrenadante y agregar 250 ul de Trizol / 2x10° células utilizadas ( si no se
procesan de inmediato las muestras se almacenan a -70 °C hasta la purificacion posterior de los
acidos nucléicos y las proteinas).
d) incubar las muestras homogenizadas por 5 min., a temperatura ambiente
e) adicionar 200 pl de cloroformo/ mL de trizol utilizado, mezclar en el vortex por 15 seg., e
incubar por 10 min. a temperatura ambiente
f) centrifugar a 12,000 rpm 10 min., a una temperatura de 4 °C
g) en este paso se observan 3 fases, la superior es una fase acuosa que contiene al RNA total, la
fase blanca intermedia contiene las proteinas, y la fase inferior color rosa mexicano contiene el
DNA
h) tomar la fase transparente y pasarla a un tubo nuevo, y guardar la fase organica si se desea
purificar acido desoxirribonucléico (DNA) o proteinas
i) precipitar el RNA adicionando 800 pl de alcohol isopropilico por cada mL de trizol utilizado,
mezclar suavemente e incubar las muestras a temperatura ambiente por 10 min.
J) centrifugar durante 10 min a 12,000 rpm , a una temperatura de 4 °C
k) desechar el sobrenadante y lavar el RNA con al menos 500 ul de etanol al 75%, y mezclar
1) centrifugar a 12,000 rpm 10 min., a una temperatura de 4 °C
m) desechar el sobrenadante y dejar secar el RNA, de 5 a 10 min. a temperatura ambiente

n) disolver el RNA en 30 pl de agua libre de RN Asas, mezclar
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0) cuantificar la concentracion, de RNA presente en cada muestra en el espectrofotémetro a una

longitud de onda 260 y 280 nm, y el cociente A260/a280

4.5 ENSAYO DE LA INTEGRIDAD DEL RNA

1.- Se prepara un gel de agarosa de las siguientes caracteristicas

Agarosa 1%
Amortiguador de corrida 5X 20%
Formaldehido 12.3 M 17%
Agua libre de RNAsas 62 %

Es importante que se trabaje con el paraformaldehido en la campana.
2.- Mientras el gel solidifica, las muestras se preparan de la siguiente manera:
En un tubo Eppendorf se adiciona
Solucién que contiene 3pg de RNA
Amortiguador de corrida 5X (OMPS) 2l
Formaldehido 3.5l

Formamida 10 pl

3.- La mezcla se incuba por 15 min. a 65 °C , a continuacion se enfria en hielo
4.- Se centrifuga por 5 min. para depositar el fluido en el fondo

5.- Se adicionan 2 pl de amortiguador de carga para RNA y se mezcla

6.- Una vez que el gel ha solidificado se carga con la muestras recién preparadas.

7.- Posteriormente el gel se corre en la camara de electroforesis a 65 V
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4.6 OBTENCION DE DNA COMPLEMENTARIO (cDNA) A PARTIR DE RNA

TOTAL MEDIANTE RT-PCR

Se toma el volumen de las muestras anteriores que contenga exactamente 1 ug de RNA
se adiciona una cantidad de agua minima calculada, para que se incuben cada muestra a 70°C 10

min., inmediatamente después se pasan a 4°C para adicionar a cada tubo los siguientes reactivos:

Reactivos picrolitros

Agua 10
Buffer 10X 2’
Oligo dT 50 uM 1
dNTPs 10mM 1.
(enzima) MuLV 200 U/ul 0.5
RNA total* 1pg Supdngase 5.5
Vol. Final de reaccién 20 pL

*Es muy importante el calculo de las concentraciones de RNA total obtenidos al final de
la extraccién para cada tubo, ya que de eso depende el volumen a agregar de RNA para que
contenga tan solo | pg del RNA el tubo donde se llevara a cabo la reacciéon de RT-PCR

Una vez obtenida la mezcla, siendo la enzima quien se adiciona al final, se introducen en

el termociclador.

El programa que se utiliza es de 37°C 1h y posterior a ello se lleva cabo otro ciclo de 10

min. a 70 C.
4.7 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERSA (PCR)

Se realizan las siguientes mezclas por cada muestra a procesar, y para cada uno de los

siguientes oligonucleotidos :
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PARA GADPH

Reactivos picrolitros
Buffer 10X 2.5
dNTPs 10 mM 1
Enzima 200 U /pl 0.5
Oligos de GADPH 2
5pM
cDNA 5
H,O 14
Vol. Final de reaccion 25 uL
Programa que ejecuta el termociclador para GADPH
0 0
1 95 05:00
2 95 00:50
3 56 00:45
4 72 00:45
5 72 04:00
Este ciclo se repite 30 veces
PARA FKBP38
Rea 0 0
Buffer 10X 2.5
dNTPs 1
Enzima 0.5
Oligos de FKBP 38 2
cDNA 5
H,O 14
Vol. Final de reaccién 25 ulL
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Programa que ejecuta el termociclador para FKBP 38

Ciclo Temperatura °C Tiempo (min)
1 95 05:00
2 95 00:50
3 60 00:45
4 72 00:45
5 72 04:00

Este se repite 30 veces

PARA Bcl-2
Reactivos picrolitros
Buffer 10X 2.5
dNTPs 1
Enzima 0.5
Oligos de Bcl-2 2
cDNA 5
H,0O 14
Vol. Final de reacciéon 25 ul,

Programa que ejecuta el termociclador para Bel-2

1 95 05:00
2 95 00:50
3 58 00:45
4 72 00:45
5 72 04:00

Este ciclo se repite 30 veces
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4.8 ELECTROFORESIS DE LOS PRODUCTO DE LA REACCION DE PCR

Se preparan geles de agarosa al 1.2% disueltas en soluciéon de TBE 0.5X, se mezclan
Sul de producto de PCR mas 1 pL de colorante y se cargan en los pozos del gel, iniciando en el
pozo uno con el marcador de pares de bases. Posteriormente se corre el gel en una caja para
electroforesis utilizando como Buffer de corrida TBE al 0.5X a 80 Volts. Luego los geles son
tefiidos con bromuro de etidio, para su posterior analisis.

Una vez tefiidos los geles son fotografiados dentro del Transiluminador UVP, y se

realizan las lecturas de densidad ptica con el programa LabWorks 4.0.

4.9 DETE’CCI(')N DE APOPTOSIS A TRAVES DEL ANALISIS DE LA
FRAGMENTACION DE DNA POR ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

La fragmentacion de DNA ha sido utilizado como marcador bioquimico de apoptosis,
debido a que una vez que en las células se ha fragmentado su DNA, éstas estdn destinadas a morir
y no hay mecanismos que rescaten de tal sefializacién apoptotica. En este estudio se utilizd esta
técnica para evaluar el fenomeno de apoptosis

1.- Después del periodo de incubacién de las células, se extraen y se lavan con PBS 1X dos
veces

2.- Se adicionan 500 pl de soluci6n de lisis, y se incubé a 50° durante 2 h

3.- Después se realizo una extraccion fenol/cloroformo seguida de una precipitacion con etanol.
4.- Las muestras se cargaron en un gel de azarosa al 1% que posteriormente se visualizo con una
tincion con bromuro de etidio.
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V .- RESULTADOS

Cortisol Dexa C+RU D+RU

| — !___?_“_0

T 36 9122448(-) 3 6 9 1224483 6 9 91224 |

Fig. 9 GADPH

107" 10% 10°

P e — e e— — — -

36 9122448 3 6 9122448(-) 3 6 9122448

Fig. 10 Bcl-2 en presencia de Cortisol
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Fig. 11 FKBP 38 en presencia de Cortisol
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Fig. 12 Bcl-2 en presencia de Dexametasona
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: Fig. 13 FKBP38 en presencia de Dexametasona
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Fig. 14 Bcl-2 en presencia de C+RU

50



) 376 012 2948 |

Fig. 15 FKBP38 en presencia deC+RU
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Fig. 16 Bcl-2 en presencia de D+RU
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Fig. 17 FKBP 38 en presencia de D+RU
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Fig. 18 Controles
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Fig. 19 Escalera de apoptosis a diferentes concentraciones de Cortisol
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Fig. 20 Escalera de apoptosis a diferentes concentraciones de Dexametasona
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Tabla 1 Densidades 6pticas de las bandas de la expresion de Bcl-2 en el control (Cnrt),
Cortisol+RU486 (C+RU), Dexametasona +RU 486 (D+RU), y de RU486 (RU)

Cntr C+RU C+RU C+RU D+RU D+RU D+RU RU RU RU

10¢ 10% 10" 10° 10° 10" 10¢° 10® 10"

3 0.985 | 0.876 | 0.946 | 0.657 | 0.986 | 0.823 | 0.512 | 0.875 | 0.756 [ 0.798
6 0.983 | 0.984 | 1.231 | 0.522 | 1.245 | 0.934 | 0.528 | 0.876 | 0.830 [ 0.727
9 1.346 | 1.036 | 1.112 | 0.604 | 1.45 | 0.652 [ 0.402 | 0.899 [ 0.799 [ 0.645
12 1.267 | 1.005 | 0.958 | 0.574 | 1.345 | 0.786 | 0.856 | 0.813 | 0.745 | 0.576
24 1.567 | 0.973 | 0.824 | 0.803 | 1.42 | 0.743 [ 0.793 | 0.986 | 0.643 [ 0.784
48 0.897 | 0.876 | 0.963 | 0.816 | 1.489 | 0.876 | 0.719 | 0.873 | 0.704 [ 0.694

Tabla 2 Densidades Opticas de las bandas de la expresion de FKBP38 en el control (Cnrt),
Cortisol+RU486 (C+RU), Dexametasona +RU 486 (D+RU), y de RU486 (RU)

: 0 8 0 3
| | | I | | | | |

3 1.243 | 1.453 | 0.950 | 0.786 | 1.345 | 0.975 | 0.875 | 1.290 | 0.956 | 0.962
6 1.080 | 1.874 | 0914 | 0.852 | 1.230 | 0.823 | 0.910 | 1.027 | 0.896 | 0.984
9 0.932 | 0.986 | 1.203 | 0.740 | 1.024 | 0.945 | 0.945 | 0.993 | 0.951 | 0.870
12 0.912 | 0.894 | 1.125 | 1.003 | 1.006 | 0.892 | 0.977 | 1.204 | 1.156 | 1.059

24 0.953 | 0.790 | 0.984 | 0.923 | 1.186 | 0.953 | 0.927 | 0.967 | 1.172 | 1.204
48 0.952 | 0941 | 1.031 | 0.895 | 0.923 | 0.972 | 0918 | 0.936 | 0.946 | 0.978
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Tabla 3. Expresion de Bcl-2 y FKBP38 en células PBMC tratadas con Cortisol 1X107

Tiempo (h) 0.D. para Bcl-2 0.D. para FKBP 38
3 2498 20.925
6 49.92 43.05
9 51.52 44.987
12 33.239 21.345
24 15.945 12.698
48 10.239 9.432
Cortisol 10

|——Bcl-2
| —=—FKBP 38

Tiempo(h)

Fig. 21 Grafica de la expresion de mRNA de Bcl-2 y FKBP38 de células PBMC tratadas con
Cortisol 1x 10°®



Tabla 4 Expresion de Bcl-2 y FKBP38 en células PBMC tratadas con Cortisol 1X10%

e | 0.D a B D.D. pa BP 38
3 16.845 12.758
6 25.934 20.874
9 64.343 50.128
12 42.263 33.546
24 23.554 19.783
48 9.786 10.002
i Cortisol 10-8 ‘
‘ .
‘ 70 = ‘
:‘ 60 4 |
. 50 P
g 40 —| | ——Bcl-2
O 30 1 |—=— FKBP 38|
i 20 {
\ 10 1 —] .
o T T T T T T T T ‘

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54
Tiempo h()

Fig. 22 Grafica de la expresion de mRNA de Bel-2 y FKBP38 de células PBMC tratadas con
Cortisol 1x 107
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Tabla 5 Expresion de Bel-2 y FKBP38 en células PBMC tratadas con Cortisol 1X107'°

Tiempo (h) O.D. para Bcl-2 0.D. para FKBP 38
3 8.723 8.036
6 15.695 16.953
9 25.272 19.365
12 26.225 20.056
24 23.341 23.138
48 18.746 18.345

Cortisol 10™°

—e—Bcl-2
—=— FKBP 36_

0 T T T T T T T T
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54

Tiempo (h)

Fig. 23 Grafica de la expresion de mRNA de Bel-2 y FKBP38 de células PBMC tratadas con
Cortisol 1x 10°°



Tabla 6 Expresion de Bcl-2 y FKBP38 en células PBMC tratadas con Dexametasona 1X107®

O.D.

Tiempo (h) 0.D. para Bcel-2 0.D. para FKBP 38
3 14.983 15.228
6 25.002 23.673
9 26.269 20.765
12 15.983 18.832
24 12.983 0
48 0 0

30

Dexametasona 10-6

25

20

.5 ] —-Bcl2 |
—=—FKBP 38 |
10 T — 1
T | |
0 T T T 3 T o ] :
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54

Tiempo (h)

Fig. 24 Grafica de la expresiéon de mRNA de Bcel-2 y FKBP38 de células PBMC tratadas con

Dexametasona 1x 107
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Tabla 7 Expresion de Bcl-2 y FKBP38 en células PBMC tratadas con Dexametasona 1X10°

Tiempo (h) 0.D. para Bcl-2 0.D. para FKBP 38
3 19.764 15.837
6 22.67 18.492
9 29.675 25.352
12 15.985 13.651
24 13.273 11.352
48 0 0

—.— Bel-2
| =— FKBP 38

0 ‘ . T T ; . . o
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54

Tiempo(h)

Fig. 25 Grafica de la expresion de mRNA de Bcl-2 y FKBP38 de células PBMC tratadas con
Dexametasona 1x 10
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Tabla 8 Expresion de Bel-2 y FKBP38 en células PBMC tratadas con Dexametasona

Tiempo (h) O.D. para Bcl-2 0.D. para FKBP 38

3 15.986 13.985

6 22.18 18.234

9 27.943 24 873

12 25.984 22.65

24 18.534 17.502

48 18.351 16.126

Dexametasona 10-10

|—e—Bcl2 |
| —=—FKBP 38|/

18

24 30
Tiempo (h)

36

42

48

1X107'°

Fig. 26 Grafica de la expresion de mRNA de Bel-2 y FKBP38 de células PBMC tratadas con
Dexametasona 1x 107'°
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Fig. 27 Grafica de la expresion de Bcl-2 a diferentes concentraciones de cortisol
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Fig. 28 Grafica de la expresion de FKBP38 a diferentes concentraciones de cortisol
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Fig. 29 Grafica de la expresion de Bel-2 a diferentes concentraciones de dexametasona
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Fig. 30 Grafica de la expresion de FKBP38 a diferentes concentraciones de dexametasona



Cabe sefialar que el experimento se realizd dos veces y los valores numéricos de las
densidades 6pticas presentadas son promedio de estos dos, que sirven para su posterior analisis.

Las densidades opticas obtenidas (O.D.) para las muestras que fueron tratadas con C+RU,
D+RU vy las de RU, se muestran en la Tabla | y 2 tanto para Bcl-2 como para FKBP38, donde
notamos que las expresiones tanto de Bel-2 y FKBP38§, permanecen casi inalteradas comparadas
con las células que no recibieron ningin tratamiento en particular (control), lo que nos permite
asegurar que las variaciones en la expresion tanto de Bel-2 y FKBP38 se deben principalmente al
efecto del cortisol o en su defecto a dexametasona.

Al ver las densidades de las bandas correspondientes a la expresion de los genes de Bcl-2
y FKBP38 notamos que aun para las diferentes concentraciones tanto de dexametasona como de
cortisol, el tiempo en se encuentra una mayor expresion de estas es alrededor de las 9h (Fig. 21-
30).

Es de interés que en todos los casos las lecturas encontradas para la expresién de Bel-2
son mayores que las encontradas para las de FKBP38§ en las primeras horas (3-9h), es decir que
independientemente de la concentracion del glucocorticoide la expresion de Bcl-2 siempre serd
un poco mayor comparada con la de FKBP38.(Fig. 21-26)

Si observamos las Fig. 27 y 30 encontramos que la concentracion a la cual Bcl-2 se
expresa con mayor intensidad es 1x10°®. Este comportamiento lo observamos de igual forma en
la expresion de la inmunofilina FKBP38 (Fig. 28 y 30).

Podemos ver que el efecto provocado por el cortisol sobre la cantidad de mensajero es de
rﬁayor grado que el de ]a dexametasona, pues a las Sh la densidad 6ptica encontrada de Bel-2 es
de 64.343, mientras que las células tratadas con dexametasona presentan 29.675, lo mismo
sucede en el caso de FKBP38 en donde la células que fueron tratadas con cortisol presentan una

lectura de 50.128 comparado con las de dexametasona que dan una densidad de 25.352 .
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De acuerdo con lo anterior encontramos que la expresion de FKBP38 desaparece por
completo desde las 24 hrs, posteriormente a las 48h tampoco se encuentra la expresion de Bcl-2
(Fig. 24) a una concentracion de 1X10° de dexametasona. Lo que podemos relacionar facilmente
con la Fig. 20 en donde tenemos que la mayor intensidad en las bandas de degradacién del DNA
que se detecta en ese mismo tiempo y a estas concentraciones, este hecho lo podemos vincular
con lo reportado recientemente en la literatura, donde al no encontrarse expresada la molécula de
FKBP38 las células se dirigian mas rapidamente a un proceso apoptoético [75, 77], aun a pesar de
que se encuentre expresada la molécula antiapoptética Bel-2.

Si bien al observar las escaleras de apoptosis presentadas para las diferentes
concentraciones de glucocorticoides y tiempos de andlisis de ellas (Fig. 19 y 20), es claro que
cuando se va teniendo una disminucion en la expresion de los genes de Bel-2 y FKBP38 se va
presentando una mayor intensidad en las bandas que corresponden a las escaleras de apoptosis,
siendo que esto es mas marcado cuando la expresion de FKBP38 desaparece por completo. Aun
cuado las intensidades de las bandas de FKBP38 y Bcl-2 son més intensas (1X10-8 de
dexametasona y cortisol), estas terminan por desencadenar el proceso de apoptosis, que podemos
corroborar la fragmentacion de su DNA.

Al parecer el efecto causado por la dexametasona, es més perjudicial para la célula ya que
al ver el gel que corresponde a la escalera de apoptosis de esta, se encuentra que es mas intensa
que el mostrado para cortisol, coincidiendo con el hecho de que los genes que participan en la
proteccién de la célula y que estamos detectando, son expresado en menor cantidad cuando

utilizamos dexametasona que cuando se usa cortisol.

64



VL.- DISCUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos y a las tendencias mostradas, es claro que la
expresion de los genes Bel-2 y FKBP38 es regulada por la dexametasona y por el cortisol de
manera muy similar, pero hay que destacar el hecho de que quien tiene un efecto mas nocivo es
la dexametasona, ello es debido a que como se ha reportado en la literatura el efecto de esta

ultima es mucho mas potente que el de cortisol [80].

También es claro que las concentraciones del glucocorticoide utilizado van a afectar la
expresion de Bcl-2 y FKBP38 , podriamos relacionar este hecho con la cantidad de receptores
de glucocorticoide presentes en las superficie celular, por ejemplo, puede ser que cuando se tiene
una concentracién muy alta de glucocorticoide estos presenten un fendomeno de resistencia
asociado al receptor de glucocorticoide y a su concentracién, y debido a esto no se tenga la
mayor expresion de los genes en estudio en las primeras horas comparado con la concentracion
media (1X10'8), que es en esta donde se tiene una mayor expresion. Mientras que en el caso de
la concentracién mas baja (1X10°®) notamos que se tienen comportamientos diferentes de acuerdo
al glucocorticoide utilizado, pues al parecer en el caso de la dexametasona se presenta una
expresion de los mensajeros muy similar al de la concentracion de 1X10%; y en el caso del
cortisol la concentracion de 1X10™° es donde se tiene la expresion mas baja de los mensajeros, y
en este caso podriamos pensar que la cantidad de receptor unido a su ligando no es suficiente
como para desencadenar una respuesta mas amplia. Es pertinente sefialar un posible estudio en el
cual se detecten las cantidades y tipos de GR asociados la al expresién de Bcl-2 y de la
inmunofilina FKBP38, con el fin de conocer un poco mas acerca de los mecanismos por los

cuales se esta llevando a cabo la regulacion de estos transcritos por los glucocorticoides ya que
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como se menciono con anterioridad existen diversas formas en las que estos actian, lo que es
interesante de este trabajo es que efectivamente se encuentra una relacion asociada a la

concentracion y tipo de glucocorticoide sobre la expresién de los mensajeros de Bel-2 y FKBP38.

Una circunstancia de particular interés es que a la concentracion de 1X10° de
dexametasona la expresion de FKBP38 se encontré suprimida a las 24hrs, mientras que la de Bel-
2 alin se mantenia a este tiempo (claro que de manera mas baja), pero no obstante a este tiempo
también se detecta una intensidad fuerte en las bandas correspondientes a la degradacion de
DNA, lo que implica que la célula esta entrando en un estado apoptético, podemos explicar este
hecho con base en lo reportado en la literatura, donde se demuestra experimentalmente que sin la
presencia de FKBP38, Bcl-2 no puede cumplir con su actividad antiapoptética, ya que como se
recordard Bel-2 debe ser llevada por FKBP38 hacia la membrana mitocondrial externa para que
esta funcione [75].

Por otra parte el hecho de estar teniendo una mayor expresion de Bcl-2 con respecto a la
de la inmunofilina nos siguiere que el transporte de Bcl-2 a la membrana mitocondrial, es
insuficiente, y que el remanente de Bcl-2 como se reporta en la literatura pudiera estarse
acumulando en el ntcleo [67], lo que llevaria aun mas a la inactivaciéon de NFkB (ya que los
glucocorticoides también intervienen en la inhibicion de este factor) teniendo como resultado
final la muerte de la célula. Quizds en este punto podria sugerirse un estudio donde se realicen
determinaciones de la localizacién celular de Bel-2, cuando las concentraciones de la
inmunofilina son bajas.

Otra cuestion a analizar seria la cantidad exacta de mensajero relacionada con la cantidad
de proteina traducida, ya que como se sabe existen ciertos mRNA que son estables y traducen
para una cantidad mayor de proteina, comparado con otros en las que la cantidad de mRNA es

proporcional a la cantidad de proteina, ya que si este fuera el caso del RNA mensajero de la
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inmunofilina en estudio, los resultados obtenidos tendrian otra orientacién diferente a las
suposiciones hechas en los parrafos anteriores.

Asi mismo seria interesante hacer estos mismos experimentos de manera cuantitativa,
utilizando células de cultivo primario como las que se usaron en este trabajo, en comparacion con
lineas celulares, ya que como la literatura lo reporta sus pardmetros de comportamiento son muy
diferentes de acuerdo al fenotipo de la célula estudiado, ello con el objetivo de conocer un poco

mas acerca de los comportamientos de la inmunofilina asi como de las moléculas antiapoptéticas.
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VIL- CONCLUSIONES

Al aumentar las concentraciones de los glucocorticoides disminuye la expresion tanto de
Bel-2 como de la inmunofilina FKBP38. Lo que parece desencadenar el proceso apoptotico

de una manera mas rapida.

Las tendencias de expresion tanto de la inmunofilina como de Bcl-2 parecen ser muy
similares ya que su maxima expresion se da a partir de las Sh. Siendo que la expresion de

Bcel-2 la mayoria de las veces se manifesté con mas intensidad que la de FKBP38.

Por otra parte se observd que al estar presente la expresion de Bcl-2 aunque sea con poca
intensidad y en ausencia de la expresion de FKBP38, las células presentaron una mayor
intensidad en la fragmentacion de su DNA, lo cual sugiere que se necesita la participacion de
la inmunofilina a un concentracion especifica para que Bcl-2 pueda cumplir con su funcién

antiapoptoética.

Cabe sefialar que estos experimentos son una evidencia de cémo se encuentran altamente
relacionadas a nivel de expresién de mensajeros tanto para FKBP38 y Bcl-2 ante un estimulo
generado por los glucocorticoides. Estos resultados podrian servir de base para posteriores
estudios en los que se debe determinar de manera cuantitativa la expresion del gen asi como

de la proteina, utilizando diferentes mecanismos inductores de muerte.

Concluyendo es pertinente decir que la FKBP38 al igual que sus congeneres desempefia

una funcion bien importante en la homeostasis celular frente a agresiones endégenas, como
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lo podria llegar a ser el cortisol en ciertas circunstancias, por su interaccién con Bcl-2 que

podria repercutir a su vez sobre otras moléculas.
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APENDICE DE REACTIVOS Y SOLUCIONES.

REACTIVOS
-Para cultivo

Medio RPMI 1840 SIGMA
Cortisol SIGMA

Mifepristone (RU486) SIGMA
Dexametasona SIGMA

NaCl Aldrich

KCt Aldrich

Na,HPO, Aldrich

KH;PO, SIGMA

-Determinacion de la integridad de RNA

Agarosa GIBCO BRL

Formaldehido SIGMA

Acetato de Sodio SIGMA

EDTA SIGMA

MOPS SIGMA

Bromuro de Etidio SIGMA-ALDRICH

-Para la obtencion de RNA total

Trizol GIBCO BRL

Cloroformo, sin aditivos SIGMA

[sopropanol para biologia molecular SIGMA

Agua tratada con dietilpirocarbonato al 0.01% v/v (DECP)
Etanol para biologia molecular al 75% diluido con agua DEPC

- Reactivos para la obtencion del DNA complementario (cDNA) a partir de RNA total
mediante RT-PCR

Oligo dT 50 uM
dNTPs 10mM
MuLV 10 mM (Enzima)

-Reactivos para PCR
Expand (mezcla de enzimas Taq y Pwo)
Buffer 10X con MgCl; 15 mM

dNTPs 10 mM
Iniciadores 5 pM
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-Reactivos para Gel de agarosa

Tris base GIBCO BRL
Acido Borico SIGMA-ALDRICH

- Reactivos para fragmentacion de DNA
Buffer de lisis

Tris GIBCO BRL
HCI GIBCO BRL
SDS

Proteinasa K

SOLUCIONES
-PBS 1x
137 mM de NaCl
2.7 mM de KClI

10mM Na2HPO,
2mM KI‘IzPO4

Se disuelven 8 g de NaCl, 0.2 g de KCI , 1.44 g de Na,PO4 Y 0.24 G de KH,PO4 en
800ml dw agua destilada. Se ajusta el pHa 7.4 con HCl. Adicionar el agua necesaria pa ajustar |
litro. Esta solucién se esterilizo por filtracion al vacio. Se aimacena a temperatura ambiente.

-Amortiguador de corrida para ARN:
(cantidades para 2L de amortiguador 5)

Acetato de Sodio 50 Mm
EDTA 0.5M

MOPS

Agua libre de RNAsas

-Amortiguador de carga para RNA

EDTA ImM 49.5 % viv
“Glicerol 50 %

Azul de Bromofenol 0.35% v/iv
Xilencianol 0.25% viv

Agua desionizada estéril

l.6L
20mL
412¢
cpb2L
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-TBE 5X
54 g de Tris base
27.5 g de 4cido borico
20 ml de 0.5 M de EDTA (pH=8)
aforaa | litro
ajusta el pH= 8.3

La solucién 5X es mas estable porque los solutos no se precipitan durante su

almacenamiento. Cuando se utiliza se hace una dilucion para tenerla 0.5X
- Buffer de lisis

50 mM Tris-Hcl pH=8

10 mM EDTA

200 mM NaCl

0.5 % SDS

0.5 mg /ml De pretinaza K (Boehninger-Mannheim)

- Tris —HCI (1M)
Disolver 121.1 g de Tris base en 800 ml de H,O, adicionar 42 m] de HCI concentrado.

- Tris EDTA
10mM de Tris
IMM EDTA
pH=8

-Solucién de Bromuro de Etidio (10mg/ ml)

Adicionar 1g de Bromuro a 100 ml de H,O, agitar durante varias horas hasta que este bien
disuelto, cubrir el contendor con papel aluminio, o transferir el liquido a una botella que lo
proteja de luz, almacenar a temperatura ambiente.
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