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l.-INTRODUCCIÓN

La apoptosis es uno de los principales procesos de muerte celular, que depende de ciertos

factores tanto internos como externos a los que la célula se encuentra expuesta. La familia de

proteínas 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 así como su regulación 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 proteína Bcl-2. Esta

proteína se caracteriza por ser antiapoptótica, pero los mecanismos por los cuales realiza esta

función no están del todo claros. Recientemente se ha detectado la presencia de una molécula

que al parecer dirige a la proteína 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 año 2003 ha

comenzado ha estudiarse con mayor detalle. Esta presenta una serie de características que la

hacen diferente de las otras inmunofilinas. Su importancia es clara pues si esta molécula no

acompaña a Bcl-2, esta última no puede anclarse a la membrana mitocondrial externa,

impidiendo con ello que cumplan con su función antiapoptótica .

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 aún no se

conoce nada acerca su relación entre estos y la FKPB38.

Este trabajo es un estudio inicial para establecer vínculos que podrían suscitarse entre la

expresión de la inmunofilina FKBP38 con la de la molécula antiapoptótica Bcl-2 en células
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mononucleares de sangre periférica (PBMC) y como esta expresión 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 proapoptótico a altas concentraciones en líneas celulares y queremos ver

una comparación de efectos por diferentes glucocorticoides. Preferimos de inicio trabajar con

cultivo primario de mononucleares totales de sangre periférica para acercarnos al modelo

fisiológico que posteriormente analizaremos comparándolo con líneas celulares linfoides que es

motivo de otro estudio en marcha.
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11.-ANTECEDENTES

2.1 GLUCOCORTICOIDES

La corteza suprarrenal sintetiza dos clases de esteroides: los corticoesteroides

(glucocorticoides y mineralocorticoides), que tienen una estructura base de 21 átomos de

carbono y los andrógenos que poseen 19 (Fig. 1). Históricamente, los efectos de los

corticoesteroides se describieron como glucocorticoides (reguladores del metabolismo de

carbohidratos) y mineralocorticoides (reguladores del equilibrio de electrolitos). Los

corticoesteroides suprarrenales difieren en sus actividades biológicas relativas. En los seres

humanos , la hidrocortisona (cortisol) es el principal glucocorticoide, y la aldosterona el

mineralocorticoide más importante.

Las acciones fisiológicas de los corticoesteroides son muchas y una gran parte de estas se

conocen . Además tiene diversos efectos a nivel de metabolismo de carbohidrato s, proteínas y

lípidos; participan en la conservación del equilibrio de líquidos y electrolitos, y la preservación

de la función normal de sistema cardiovascular, inmunitario, riñones, músculo estriado, así como

los sistemas endocrino y nervioso.

Es sabido que los niveles de corticoesteroides se ven alterados en circunstancias tales

como el estrés, produc ido por estímulos nocivos y factores ambientales (1)

La producción de los glucocorticoides (GC) es regulada por la hormona

adrenocorticotrópica hipofisaria (ACTH), con una modalidad pulsátil y ritmo circadiano . Debido

a que los GC son moléculas liposolubles, son absorbidos fácilmente en cualquier superficie

cutánea o mucosa, normalmente circulan en sangre, en su mayor parte, unidos a proteínas, siendo

que la fracción libre es la que difunde al interior de las células, ejerciendo de esta forma su

acción . Si bien el mecanismo de difusión simple a través de la bicapa lipídica de la membrana es
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el más aceptado dadas las características hidrofóbicas y al bajo peso molecular de estas, hay

evidencias de que su ingreso a la célula está regulado a través de receptores de membrana

distintos al clásico y bien descrito receptor esteroideo(GR), los cuales se acoplarían a proteínas

G, y este mecanismo sería responsable de las acciones rápidas de estas hormonas, por ejemplo la

inhibición de la secreción de ACTH hipofisaria [2].

El mecanismo más estudiado acerca de los efectos producidos por los GC esta relacionado

con su unión al receptor de glucocorticoides (GR), que es un factor de trascripción 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 estrógenos a y P, los

receptores relacionados de estrógenos 1 y 2, Y los receptores para mineralocorticoides,

andrógenos y progestágenos . 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 proteínas; entre

las que se encuentran Hsp90, Hsp 70, Hsp 40, la co-chaperona p23 y las inmunofilinas FK.BP51

y FKBP52 [3] YCyp40. También se tiene evidencia de que diversas proteínas de señalización se

encuentran asociadas con el GR citoplasmático incluyendo las Ser (proteína tirosina cinasa )y

Raf-l ( una serina-treonina cinasa citoplasmática , que juega un papel importante en el

crecimiento, proliferación y sobrevivencia celular) (Fig. 3).

Se ha establecido que las chaperonas son necesarias para prevenir tanto la translocación

nuclear como la formación de agregados insolubles de GR [IJ. Si bien el papel que juegan las

otras chaperonas que conforman al complejo aun no es claro, se sabe que los dímeros de Hsp90

están relacionados con la producción 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
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demostrado que junto con la dineína y la Hsp90 ayuda en la translocación del receptor de GR al

núcleo una vez que este se ha unido a su ligando. La Hsp90 y la chaperona p23 han sido
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Figura 1. Vías de síntesis de los corticoesteroides .Se muestran las vías estereoidogénicas usadas en la
biosíntesis de los eorticoesteroides, junto con las estructuras de los intermediarios y productos.

10



74.2

GR~

49

GR·P/GRO

574

~----~-+ot--- C
675

Figura 2. Genes del GR y las variantes
hasta ahora conocidas. En el panel superior se
tiene resumida la organización genómica del
GR (NR3CI) en el cromosoma 5q31/32 y los
mecanismos moleculares principales de las seis
variantes de los transcritos del GR. Su
estructura proteínica esquemática esta dada en
el panel de abajo. El panel de en medio
relaciona las estructuras intron/exon y las
regiones de proteínas con su función asociada.

• ...jnI ~ a/b, e, d y e se refiere a las regiones proteínicas
l' C de los receptores nucleares, el número denota

la posición de aminoácidos. AF son las
secuenc ias implicadas en la transactivación,

c DBD dominio de unión a DNA, LBD dominio
de unión a ligando, NLS secuencia de
localización nuclear.

Poliadenilación
alternativa

Iniciación
, alternativa de GR B

transiniciaclón

, Splicmg

e

recientemente implicadas en la estabilización y desestabilización del enlace del GR al DNA [4,

5].

A diferencia de los otros receptores de esta superfamilia, la acumulación del GR en el

núcleo es dependiente del enlace con su ligando (Fig. 3). Recientemente se ha sabido que el

resultado de la unión de la hormona a su receptor produce cambios conformacionales en el GR

que le permiten separarse de las proteínas de choque térmico que enmascaran a secuencias de

localización nuclear (NLS2). Después de que se han separado de algunas proteínas de choque

térmico el GR es translocado al núcleo, y es aquí donde puede interaccionar con regiones

reguladoras de ciertos genes. Tenemos cuatro tipos de sitios de unión que pueden ser agrupados

como sigue: 1) elementos de respuesta a glucocorticoides (GREs); 2) sitios medios de elementos

de respuesta a glucocorticoides (GREI/2s) que están relacionados con la activación de la

expresión de genes; 3) elementos de respuesta negativa (nGREs) que reprimen la expresión
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genes y 4) factores de transcripción a los que se unen directamente los GR que no tiene que ver

con su unión directa a las secuencias GRE en el DNA.

2.1.1 Elementos de respuesta a glucocorticoides (GREs)

Los GR pueden activar la transcripción de genes por su enlace directo a los llamados

elementos simples de respuesta a glucocorticoides (GREs) (Fig. 4 A). Basado en el número de

GREs, una secuencia consenso de GRE ha sido definida como la secuencia palindrómica

imperfecta pentadecamérica GCTACAnnnTGTICT [6]. En contraste con los otros miembros de

esta superfamilia de receptores, el GR se enlaza a estos GREs únicamente como un homodímero.

El GR lleva a cabo la transcripción por el uso de las superficies de los dominios de

transactivación 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 maquinaría de transcripción (Fig. 3) .

~
Hsp70

Hsp90

J -,.'

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 unión del ligando induce la liberación de las chaperonas y la translocación de el GR al núcleo 3) La
regulación de la expresión 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 transcripción vía
interacción con complejos de cromatina remodelada. Estos están comprometidos con CBP/p300 y los miembros de
la familia histona acetilasa p160, la cual interactúa 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 tiene interacciones cruzadas con
factores de transcripción tales como AP-I NFK- B ya sea por interacción directa de proteína-proteina o mediante
puentes de proteínas 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 activación, funcionalidad y

apoptosis de las células de sistema inmune tales como la fosfatasa MAPK-I , Bcl-XL, IKBa

(inhibidor de NFKB ), GILZ( cierre de leucina inducido por glucocorticoides, el cual previene la

activación de la transcripción mediada por NF-kB) , GITR ( gen relacionado del receptor del

factor de necrosis tumoral inducido por glucocorticoides) y IRF8 ( factor 8 regulador de

interferón) [7].

En un cierto número de genes, la respuesta a los GC no solo depende de la unión del GR

al GRE, ya que adicionalmente se requiere que otros factores de transcripción estén unidos a

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

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

Por otro lado los GR también pueden unirse como monómero en algunos GRE, y estos

son llamados entonces sitios medios de elementos de respuesta a glucocorticoides (GREl/2s)

[8]. Es probable que debido a su baja afinidad, el GR monomérico tiene dificultades para

enlazarse a un GREl/2s por sí solo yal parecer estas secuencias requieren elementos adicionales

para mediar la respuesta a los glucocorticoides. Por otro lado también existen otros GREl/2s que

pueden actuar sin estos elementos accesorios mediante el uso de muchos GREl/2s, por ejemplo

el gen del citocromo del hígado humano P450 3A hCYP3A es regulado por dos GREI/2s [9] .

Los GREl/2s tienen también la posibilidad de unirse a otros GREs. De cualquiera de las formas

anteriores es como se logran interacciones cooperativas que quizá faciliten el enlace del GR

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

Estos elemento de respuesta negati va, actúan enlazándose directamente el GR sobre el

nGR E (Fig 4E). Si bien la secuencia de reconocimiento es similar a la del GRE, pero esta

presenta una ma yor variabilidad (ATY ACnnTnTGATCn) [10 l .

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 acti va la transcripción

de factores tales como factor nuclear kappa-B (NFK-B) que se encuentra altamente asociado al

proceso inflamatorio y AP-I (esta proteína juega un papel importante en la expresión de muchos

genes que tienen que ver con el ciclo y proliferación celular) que se enlazan directo sobre sus

elementos de respuesta en los genes blanco [11l. En la represión 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 interacc ión directa, GR y AP-I se enlazan por interacciones proteína­

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

2.1.4 Factores de transcripción 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 exis ta un factor de trascripción enlazado al DNA con el

cual el GR pueda formar un complejo. Si bien aquí el GR parece comportarse como un

corregulador inducible por ligando que emplea interacciones proteína-proteína 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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Figura 4. Mecanismos de interacción de GR con sus elementos regulatorios

Ap·1 Ap·1

Figura 5. Regulación del gen de AP-I

15



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 actúen, 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 plasmáticos de cortisol, pero estas medidas no siempre son confiables

porque los niveles plasmáticos de cortisol libre se ven alterados por la presencia de niveles altos

de proteínas plasmáticas 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. Quizás intracelularmente los niveles de GC se reduzcan por la

sobreexpresión de los miembros de la familia de los transportadores largos ABC, el más

importante la P-glucoproteína y la proteína asociada a multirresistencia de fármacos (MPR), así

como la proteína de resistencia de pulmón (LRP) . Otro ejemplo de esto es la expresión de la

enzima que metaboliza los GC en las células de osteosarcoma de ratas, la deshidrogenasa II~­

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 fenómeno como en el caso de la línea celular de

leucemia linfoblástica 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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combinación del tratamiento de GC con la quimioterapia en pacientes con algún tipo de cáncer

puede llegar a ser contraproducente, ya que se propicia la mutación de estos receptores y su

selección a favor de la célula cancerosa, lo que da como resultado una alta resistencia al GC. Sin

embargo un estudio realizado en pacientes que padecían leucemia linfática y que eran sometidos

a ambos tipos de tratamiento , no mostraron mutaciones en su DNA, ni en los sitios de unión a

DNA para el GR [13]; otro estudio realizado en niños que padecían ALL mostraron una baja tasa

de mutación en su GR asociada a la resistencia.

Otra razón para la resistencia a los GC podría estar asociada a ciertas variantes del

receptor de glucocorticoides resultantes de un splicing alternativo (variante GR-A), como es el

caso de una poliadenilación del receptor (GR-P). Por ejemplo GR-P/GR-y y el GR-A fueron

detectados en una línea de mieloma resistente a GC. La isoforma GR-a es al parecer la más

funcional, y dado que esto es así se esta estudiando su posible asociación a una alta sensibilidad a

los GC. Lo que aún 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 participación muy importante en la homeostasis y funcionalidad de todas las células,

participando en el mantenimiento adecuado del número celular, así como en la remoción de las

células que ya no son útiles al organismo. En el caso de las células del sistema inmune la

apoptosis es muy importante en la maduración intratímica, en la activación, diferenciación, y

proliferación de los linfocitos. Los análisis de la microscopía electrónica nos han permitido

detectar ciertos cambios morfológicos en las células ocurridos durante la apoptosis, por ejemplo:

condensación de la cromatina, encogimiento citoplasmático, y la formación de burbujas por parte
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de la membrana plasmática. También se ha detectado que en las primeras fases del proceso, no se

tienen cambios visibles en la mitocondria, el retículo endoplásmico 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 e [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 cómo estos eventos

podrían estar envueltos en la regulación de la apoptosis .

Los cambios moleculares ocurridos en la apoptosis incluyen la división internucleosomal

del DNA, y la redistribución de la fosfatidilserina (PS) desde la parte interna de la membrana

plasmática hacia la externa [15 ].

Existen dos vías generales por los cuales se puede desencadenar la apoptosis, una que

esta mediada por los receptores de muerte o llamada vía extrínseca y otro por la liberación del

citocromo e o vía intrínseca, en ambas vías existe la participación de caspasas (Fig. 6).

y- radiación

Daño a DNA..
G..•

...

Factores de crecimiento

Daño a DNA

t
Fármacos
Quimioterapéulicos

Figura 6. Diversos mecanismos de apoptosis
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2.2.1 Caspasas

Las caspasas son un grupo de proteasas de cisteína y son esenciales para e!

desencadenamiento de la apoptosis. Al menos se han identificado alrededor de 14 caspasas en los

mamíferos . Estas enzimas reconocen secuencias de tetrapéptidos y escinden sus sustratos sobre

la parte carboxilo de un residuo de aspartato. Individualmente las caspasas tienen sustratos

específicos que son determinados por el patrón de aminoácidos que están río arriba del sitio de

corte (las posiciones P2-P4). Las caspasas son sintetizadas como zimógenos las cuales tienen

intrínsecamente baja actividad enzimática. Si bien su actividad enzimática completa se da al

conformar heterotetrárneros compuestos de dos subunidades idénticas de aproximadamente 20

kDa además 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

agregación de al menos algunas caspasas como zimógenos es suficiente para promover e!

autoprocesamiento y la subsiguiente cascada de activación de caspasas. Si bien son llamadas las

iniciadoras de caspasas a las que comienzan esta cascada son de activación, por ejemplo la

caspasa 8 y 9, que si bien son necesarias para la activación de las caspasas efectoras.

Algunas caspasas, particularmente las caspasa efectoras, son capaces de inactivar ciertas

proteínas celulares vitales mediante escisión , tales como la enzimas reparadoras del DNA,

laminita, ge!solina, MDM2 (un inhibidor de p53) y la proteína cinasa Cb. Existen 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 proteína cinasa 2, y es a través de este mecanismo como se da la formación de

vesículas a partir de la de la membrana plasmática. La DNAsa activada por caspasas (CAD) esta

normalmente inactivada por el enlace de su inhibidor iCAD ( también llamado factor de

fragmentación de! DNA (DFF», y durante la apoptosis e! iCAd es escindido por las caspasas
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quedando entonces la endonucleasa activa, la cual produce los característicos cortes del DNA de

las llamadas escaleras de apoptosis en los geles de agarosa [16].

2.2.2 Vía extrínseca, mecanismo mediado por receptores de muerte

Esta vía es iniciada por la unión de un ligando con su receptor y la subsecuente

activación de ciertos mecanismos que culminan con el suicidio celular. La mayoría de estos

receptores pertenecen a la familia de los receptores del factor de necrosis tumoral (TNF-R), que

si bien dependiendo del tipo celular y de otras señales que la célula reciba estos receptores

pueden desencadenar tanto proliferación, sobrevivencia, diferenciación y en su caso la muerte

[17]. CD95 (también llamado APO-l o Fas) y TNF-RI son miembros de esta familia y

contienen regiones citoplasmáticas denominadas "dead domains" (DD), las cuales son

esenciales para la inducción 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 TRAILlAP02L (ligando inductor de la apoptosis

relacionado con TNF o ligando AP02) 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 TRAILlAPO­

2L (designados como DR4, DR5, DcRl yDcR2 o TRAIL-Rl AL TRAIL-R4), pero solo DR4 y

DR5 contienen los dominios DD que pueden desencadenar la apoptosis [74-78).

La oligomerización de Fas resulta en un reclutamiento del adaptador de proteínas 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 múltiples moléculas de caspasa

8 es denominado como complejo de señalización inductor de muerte (DISC) el cual facilita su

autoprocesamiento y la formación de la enzima activa caspasa 8. En las células de tipo 1(células

mueren por la unión del ligando a Fas (CD95) sin intervención de la mitocondria), en las cuales

se encuentran incluidos la mayoría de los linfocitos, en ellas resulta en la fragmentación 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 I1, tales como los hepatocitos, que

requieren de un circuito de amplificación para obtener una respuesta lo suficientemente fuerte

para desencadenar la muerte [I8]. Este circuito de amplificación involucra a la mitocondria en la

sobreexpresión de la proteína antiapoptótica Bcl-2, teniendo como resultado que estas células tipo

II son resitentes a la señalización por Fas. A pesar de que los detalles aún no han sido aclarados

del todo , parece ser que la caspasa-8 escinde al único miembro citosólico 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 oligomerización de Bax y Bak. Lo que lleva a la

desestabilización de la membrana mitocondrial, la liberación del citocromo e y la activación de

la caspasa-3 .

Independientemente de si las señales del receptor de muerte son mediadas a través del

circuito de amplificación mitocondrial o no, estos convergen en la activación 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

iniciación de la apoptosis existe evidencia que demuestra hay vías alternas que pueden prescindir

de ellas [19], por ejemplo las proteínas mitocondriales AIF (factor inductor de apoptosis) y la

translocación al núcleo de la endonucleasa G seguida de ciertos estímulos apoptóticos, donde

ellos inician la degradación del DNA cromosomal sin requerir de la actividad de las caspasas.

2.2.3 Vía intrínseca

Los estímulos para que se lleve a cabo la activación de la vía intrínseca, tales como el

daño a DNA, inician el proceso de apoptosis por alteración del delicado balance de las proteínas

de la familia de Bcl-2, las cuales controlan la integridad del membrana mitocondrial externa

[20].
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El mediador apoptótico mejor caracterizado es el citocromo e, el cual forma un complejo

citosólico llamado "apoptosorna", que consta del factor de activación de proteasas de la apoptosis

1 (Apaf-l) y la procaspasa 9. La formación del apoptosoma facilita el procesamiento de la

procaspasa 9, que inicia el proceso de activación de las caspasas efectoras, siendo la más

importante la caspasa 3. La desestabilización mitocondrial también da como resultado la

liberación de proteínas que se enlazan y antagonizan a los miembros de las proteínas inhibidoras

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

2.2.4 . Familia Bcl-2

La famil ia de Bcl-2 (células B de leucemia! linfoma 2 como proteínas) quienes modulan

principalmente los eventos apoptóticos de mitocondria, se ha dividido en tres clases sobre la base

de sus funciones y el número de dominios de homología con Bcl-2 (BH); así tenemos a los

miembros anti-apoptóticos Bcl-2 y Bcl-x-, que poseen cuatro dominios BH (BHI a BH4); los

miembros propapoptóticos Bak y Bax que tienen tres dominios BH (BHI a BH3) , Y los

miembros proapotóticos de BH-3 , entre los que están Bid, Bim que muestra homología solo

con el dominio BH3 (Fig.7) [21]. Estos tres grupos son capaces de formar tanto homo­

oligómeros como heterodímeros y de su asociación depende la permeabilización de la

membrana mitocondrial. Bax y Bak pueden cada uno de ellos formar homo-oligómeros en la

membrana mitocondrial externa en respuesta a señales apoptóticas, y alterar así la

permeabilización de la membrana; de hecho las células que son doblemente deficientes para estas

proteínas muestran gran resistencia a la liberación del citocromo e así como a la apoptosis

inducida por múltiples estímulos [22, 23] Por el contrario, las células deficientes de proteínas de

BH3 son resistentes a la liberación del citocromo e o a la muerte inducida por señales selectivas

de muerte [24,25 ]. La sobreexpresión de Bcl-2 y Bcl- xL puede bloquear la permeabilización de
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la membrana mitocondrial inducida por el aumento en la expresión de BH-3 o por Bax y/o Bak

[26] Estas observaciones sugieren que las interacciones con las diferentes clases de proteínas de

la familia Bcl-2, son cruciales para la determinación de las decisiones en la mitocondrial.

Actualmente se ha aceptado que distintos estímulos apoptóticos convergen primero sobre

diferentes proteínas del grupo de BH3, las cuales desencadenan señales para que la mitocondria

decida entre BaxlBak o Bcl-z/Bclxj,

Anti-apoptóticos

Pro-apoptóticos

Subfamilia BcI-2

Subfamilia Bax

BIWBOO

Figura 7 . Clasificación y organización de los miembros de la familia de BcI-2. BH, homología con BcI-2, TM,
transmembrana

Las proteínas de BH3-solo son activadas típicamente tanto por modificaciones post-

transcripcionales tales como la activación de BID mediado por caspasa 8, Bid truncado (tBid), o

por regulación positiva trasncripcional.

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

membrana mitocondrial externa en asociación con canales aniónicos dependientes de voltaje
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(VDAC-2) [27], mientras que Bax quizás permanece inactivo en el citosol a través de

interacciones con varias proteínas, incluyendo Ku-70 [28] y el péptido humanina (HN que es un

péptido antiapoptótico de 24 aminoácidos codificado en el genoma de los mamiferos, que

previene la translocación de Bax del citosol a la mitocondria) [29]. Muchas señales apoptóticas

pueden desencadenar la translocación de Bax mediante las proteínas BH3, seguido por su

inserción dentro de la membrana mitocondrial externa [30] y la formación de Bak o Bax homo­

oligómeros , los cuales son probablemente los conductos de salida en la membrana mitocondrial

externa para las proteínas apoptóticas del espacio intermembranal. Se han propuesto varios

modelos para saber cómo las proteínas antiapoptóticas antagonizan las funciones de Bax, Bak y

las proteínas de BH3. Cheng el al, han reportado que la capacidad de Bcl-2 y Bcl-xj, para

inhibir la apoptosis inducida por la expresión correlacionada de Bid, Bim, o Bad tiene que ver

con sus habilidades para enlazarse con las proteínas BH3 pero no así con BaxI Bak [31]. Esta

observación sugiere que las proteínas apoptóticas Bcl-2 quizás actúan a través del secuestro de

proteínas activas BH3 a distancia de BaxI Bak. Sin embargo el aumento de la asociación entre

Bcl-2 y Bak se observa después del enlace entre Bid con Bak [34, 32], sugiriendo que quizás

Bcl-2 tiene una función directa en la regulación de la oligomerización de Bak o Bax . Además la

topología de la membrana mitocondrial se altera durante la apoptosis, reflejando un cambio

conformacional potencial de Bcl-2 en respuesta al complejo activado de BakI Bax [33].

Entonces las proteínas antiapoptóticas de Bcl-2 quizá funcionen en el secuestro de las proteínas

activas de BH3 o por la restricción de la oligomerización de Bax/Bak, lo anterior contribuye en

la generación de un ambiente no apto para que se desencadene la muerte celular . Si bien durante

la apoptosis , la actividad antiapoptótica de Bcl-2 es superada probablemente de forma

simultanea por la activación de distintas clases de proteínas de BH3, algunas de las cuales se

enlazan e inactivan a Bcl-2 , Yeste ambiente activador de proteínas BH3 es capaz entonces de

activar a Bax/ Bak [34].

24



Un modelo simple para la permeabilización de la membrana mitocondrial, es mediante la

inducción de un cambio conformacional alostérico en Bax/Bak por las proteínas de BH3,

desencadenando su oligomerización y formándose poros en la membrana mitocondrial externa,

además Newmayer y colegas han encontrado que Bid y Bax (o la oligomerización de Bax)

podría formar poros en liposomas reconstruidos, permitiendo el paso de dextranos de dos MDa

[35]. Es de interés que la formación de estos poros es absolutamente dependiente de la presencia

de cardiolipina, que es un lípido enriquecido de la membrana mitocondrial interna, y en los sitios

donde tienen contacto la membrana mitocondrial interna con la externa [36].

Diversos estudios muestran evidencia que sugiere que la regulación de la permeabilidad

de la membrana mitocondrial debida a Bcl-2 va mas allá de las perforaciones generadas por

BaklBak en la membrana mitocondrial interna que permiten que las proteínas del espacio

intermembranal salgan. En primer lugar los perfiles de liberación de las diferentes proteínas del

espacio intermembranal varían en sus ritmos y dependen de otros factores tales como las

caspasas , sugiriendo que aquí hay puntos deregulación río arriba que deben de satisfacerse

antes de que sean liberadas las proteínas del espacio intermembranal. En segundo lugar, la

mitocondria parece sufrir varios cambios en la estructura y morfología de su membrana antes

de la liberación del citocromo c, incluyendo la fusión mitocondrial [37] y la remodelación de las

crestas de la membrana mitocondrial interna [38, 39 ] y la peroxidación lipídica [40]; todos

estos cambios dan como resultado la liberación del citocromo c. En tercer lugar numerosos

estudios indican que, en la permeabilidad mitocondrial, las aperturas pasajeras del poro de

transición (mtPTP), y en gran medida la alta conductancia de complejos multiproteínicos que

cruzan la membrana mitocondrial interna y la externa, son importantes para la liberación del

citocromo e [41, 42, 43]. Yen cuarto lugar tenemos que en la familia de proteínas Bcl-2 Bax,

Bak y Bcl-2 también se encuentran localizados en el retículo endoplasmático y pueden afectar

la homeostasis del Ca 2+ y la ingesta del mismo en la mitocondria, los cual puede ser importante
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para la apertura de mtPTP y la liberación de las proteínas del espacio intermembranal en algunos

casos [44,45,46,47] . Algunos de estos fenómenos pueden ser explicados por interacciones que

han sido observadas entre proteínas de la familia Bcl-2 y componentes de mtPTP o la fusión de

la maquinaria mitocondrial [48]. Si bien también es posible que Bax y Bak cooperen con el

mtPTP para formar un canal en la membrana mitocondrial externa que puede ser inhibido por

Bcl-2 [50]. Entonces las proteínas de la familia de Bcl-2 quizás activen en numerosos procesos

en la mitocondria y el retículo endoplásmico durante la apoptosis, incluyendo la reorganización

de proteínas apoptogénicas que están 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 mayoría de las células nucleadas del sistema vascular, tales como los timocitos,

celulas de mieloma, así como los monocitos de sangre periférica entre otros [49]. Se ha reportado

que los GC regulan el proceso apoptótico en varios tipos celulares a través del GR.

Por ejemplo en un estudio realizado en linfocitos de humano y de rata se demostró que

uno de los principales efectos de la dexametasona sobre estas células fue el arrrestamiento del

ciclo celular, la condensación de la cromatina, encogimiento celular y la degradación selectiva

del RNA y DNA. Se encontró que estos efectos eran dependientes de la presencia de los

receptores funcionales e°].
Por otra parte la activación del GR involucra la fosforilación de residuos de serina , lo

cual incrementa su potencia, pero decrece su tiempo de vida media Sin embargo la correlación

entre la fosforilación del receptor y la modulación 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 expresión de ciertos genes, sugiriendo que

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

2.2.6. Regulación de Bcl-2 debida a los glucocorticoides (GC)

Diversas investigaciones han reportado la capacidad de los GC para regular la expresión

de las proteínas de la familia de Bcl-2 y participar en la modulación 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 explicación a ello son quizás los diversos patrones de comoduladores que existen en cada

célula en particular y que pueden afectar a los promotores de la familia de Bcl-2 de formas

opuestas.

Los miembros anti-apoptóticos de Bcl-2(Bcl-2, Mcl-l Y BcI-xL) bloquean la apoptosis

inducida por los glucocorticoides en varias líneas celulares, como por ejemplo la sobrexpresión

de Bcl-2 en linfocitos pre-B humanos, y células MM se ven protegidas del efecto apoptótico

inducido por glucocorticoides . La transfección de líneas celulares linfoides murinas S49.1 y

WEHI 7.2 con Bcl-2 [52] Ylas células PC12 con Bcl-x¿ [53], mostraron una alta resistencia a la

fragmentación del DNA inducida por glucocorticoides. En contraste, los ratones que son

knockout para Bcl-2 mostraron una respuesta apoptótica acelerada inducida por dexametasona.

[54]

Así mismo se ha reportado que los GC promueven la apoptosis en los timocitos a través

de la inducción de la expresión de proteína proapoptótica Bad que pertenece también a la

familia de Bcl-2 [55], o a través de la disminución en la expresión de proteínas antiapoptóticas

como Bcl-2 y Bcl-xj, en las células leucémicas [56]. La supresión de los miembros

antiapoptóticos de la familia de Bcl-2 debida a los GC y la eliminación de la apoptosis inducida

27



por los GC al sobreexpresar la proteína Bcl-2 sugiere una relación causal entre la apoptosis

inducida por los GC y las proteínas de la familia de Bcl-2 , las cuales quizás tienen como

prerrequisito la generación de peroxido de hidrógeno [57] o el transporte alterado de la

membrana.

De acuerdo con lo anterior los GC parecen regular de diferente manera la expresión de

las proteínas de BcI-2 y los eventos apoptóticos dependiendo del tipo celular y la estimulación

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, así como el incremento en su liberación hacia la membrana celular. En un ensayo

paralelo la coestimulación con el antagonista del receptor de GC, el RU486, disminuyó la

apoptosis que se estaba generando por la expresión de CD95/CD95L 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-CD95L. Todo lo anterior

sugiere a los autores el hecho de que los Gc inducen la apoptosis de los monocitos por una vía

que se encuentra relacionada con CD95/CD95L [58, 59].

Por otra parte se encontró una asociación entre la muerte de las células T inducida

inmediatamente después de un tratamiento con dexametasona, encontrándose con la activación 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 proapoptóticas 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 inducción de la apoptosis de estos timocitos por dexametasona.[62,

63]
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En Si parece ser que los OC inducen la apoptosis actuando a diferentes niveles

dirigiéndose en última instancia a la activación del sistema de las caspasas . Por ejemplo la

dexametasona potencia la expresión de la molécula Bim (BimEL,BimL, y BimS) la cual facilita

la translocación de Bax en la membrana mitocondrial y su unión con Bak , para así activar a la

caspasa 9 [64]. Los glucocorticoides también pueden actuar por la liberación del segundo

activador mitocondrial de las caspasas, Smac, quien activará a la caspasa 9. [65] También los OC

pueden actuar alterando el potencial de membrana, lo cual también va a desencadenar la

activación de las caspasas, de acuerdo con lo anterior al sobreexpresar a Bcl-2, ésta antagoniza

la pérdida del potencial de membrana inducida por el OC, resultando también en una disminución

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

Además, la relación de Bcl-2 con la apoptosis inducida por los OC parece estar a nivel de

ciclo celular y sus reguladores, ya que la sobrexpresión de Bcl-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 sobrexpresión de Bax la que potencia

la actividad de Cdk2 [67]. En las células de mieloma multiple, Bcl-2 promueve la sobrevivencia

por inhibición de la degradación de los factores de transcripción tales como c-Fos y NF-KBpor el

proteasoma y antagonizando la degradación inducida por DEX de c-Fos a través del proteasoma.

Ello no requiere la interacción con la expresión del inhibidor y antagonista IKB pero si un poco

con la vía de señalización río arriba para la activación de NF-KB, posiblemente sea por la

estabilización del enlace de NF-KB a el DNA a través de la inhibición de su degradación

proteasomica [68]

El año pasado se reportó que la sobreexpresión de Bcl-2 en células transfectadas produce

que las moléculas de Bcl-2 se redistribuyan hacia la membrana nuclear, impidiendo con ello que
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se lleven a cabo las función de NF-KB, al parecer ello sucede debido a que Bcl-2 se enlaza a la

molécula de NF-KB activa, impidiendo que ésta se transloque al núcleo. Por otra parte se

encontró que al expresar del mismo modo a la molécula de FKBP38 (de la cual se hablará con

más detalle adelante) quien se ha demostrado que dirige a Bcl-2 a la membrana mitocondrial

externa, las moléculas de Bcl-2 que estaban en el núcleo se redirigían de nuevo hacia

mitocondria, encontrando de esta manera que se restauraba la translocación y función de NF-KB.

Este hecho sugiere la posibilidad de que la sobreexpresión de Bcl-2 en las células sea una señal

de un daño 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 Bcl-2 pueda cumplir con su función antiapoptótica

al anclarse a la membrana mitocondrial, más por el contrario su acumulación nuclear altera la

actividad de NF-KB, lo cual podría dependiendo de la intensidad del daño causar la muerte de las

células [69]

Es sabido que para algunas células la baja en la actividad del factor de transcripción NF­

KB, no es compatible con la vida, ya que provoca alteraciones importantes que no permiten la

sobrevivencia.

En tanto que los OC han demostrado inhibir la producción de citocinas, la proliferación

celular [70 y 71] la inducción y aceleración 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 inmunosupresión que causan los OC, y la modulación de la familia

Bcl-2 con el proceso de muerte celular.
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2.3 INMUNOFILINAS

Las inmunofilinas son proteínas intracelulares ubicuas y conservadas que se enlazan a

fármacos supresores del sistema inmune, tales como FK506, rapamicina, y ciciosporina A

[73].Todos los miembros de la familia de las inmunofilinas tienen actividad de peptidilpropil

isomerasa (PPIase) , estos sugiere la idea de que quizá estas tengan una función importante en el

plegamiento de ciertas proteínas dentro de la célula. A las inmunofilinas se les puede dividir en

dos ciases; las FKBPs que son proteínas de unión a FK506 y rapamicina; y las que se enlazan a

ciciosporina A, llamadas ciciofilinas (CyPs). Los fármacos inmunosupresores ocupan los sitios

prolil isomeras de las inmunofilinas e inhiben in vitro la isomerización cis-trans 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 proteínas in vivo. Casi toda la información disponible

acerca de las inmunofilinas relaciona el bajo peso molecular de sus miembros, tales como

FKB52 y CyP-18, los cuales son componentes celulares responsables de la inhibición de la

activación 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 proteínas que

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

31



, ,, ,, ,, ,

TM

-, ,

27%

CaM

~ _ _ .47%

3TPR

.~--~,

Cyp

:~ ~-~ªi J:O~ Hi¡:::~:;

, , ,
, 21% 29%, , ,-- ---.J~_.-.~
,,,,

Cyp4ü

a) FKBP-like
FKBP 38

35%

FKBP 12

32%

FKBP 52

b)

FKBP51
FKBP52
FKBP12
FKBP25
FKBP38

FKBP51
FKBP52
FKBP12
FKBP25
FKBP38

FKBP51
FKBP52
FKBP12
FKBP25
FKBl"36

1 T. 50
- - GVLKI VKRVGN- GEETPMI GDKVYVHYKGl<LSNGlCKFDSSHDRNE- - -
-EGVLKVIKREGT-GTEMPMIGDRVFVHYTGWLLDGTKFDSSLDRI<D---
-MGVQVETISPGD-GRTFPKRGQTCI7VHYTGMLEDGlCKFDSSRDRNK---
-PKYTKSVLKKGD-KTNFPKKGDVVBCWYTGTLQDGTVFDTNIQTSAKKK
NGLLRKKTLVPGPPGSSRPVKGQVVTVBLQTSLENGTRVQEEP------ -
51 T ••• T • 100
----PFVFSLGKGQVlKAWDIGVATMKKGBICHLLCKPEYAyGSAGS-LP
- ---KFSFDLGKGEVlKAWDIAIATMKVGEVCHITCKPEyAyGSAGS-PP
--- - PFKFMLGKQEVI RGWEEGVAQMSVGQRAKLT I SPDYAy GATGH- PG
KNAKPLSFKVGVGKI1IRGWOEALLTMSKGEKARLE 1EPEWAYGlCKGQPDA
- -- - ELVFTLGDCDVl QALDLSVPLMDVGBTAMVTADSKYCYGPQGSRS P
101 ,. 122
KIPSNATLFFEIELLDFKGE--
KIPPNATLVFEVELFEFKGB- -
IIPPHATLVFDVELLKLE- - --
KIPPNAKLTFEVELVDID----
y Il"l"BAA.LCLEVTLKTAVOOFD

Figura 8. a) Estructuras algunas inmunofilinas humanas y proteínas relacionadas que muestran el
dominio FKBPs, el dominio de ciclofilina (Cyp), dominios TPRs, sitio de unión a calmodulina (CaM), y
dominios transmembrana (TM). Se muestran los porcentajes de identidad de las secuencias de las
proteínas relacionadas y la correspondiente región de las FKBPs. b) Alineamiento de las secuencias de las
diferentes inmunofilinas que muestran los residuos del sitio de unión a FK506 con triángulos inversos
(") y con un punto negro (.) los que se enlazan a través de puentes de hidrógeno 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 quizás sea una interacción básica entre

proteínas y sea a su vez crítica para la funcionalidad de las inmunofilinas de alto peso molecular

[74].
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La FKBPl2 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 proteína serina/treonina fosfatasa que es activada por calcio y calmodulina,

está implicada tanto en eventos de transducción de señales 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 FKBPI2, FKBP52 Y Cyp-40 [77]. Tanto FKBP52 como Cyp-40

se enlazan al receptor de glucocorticoides y participan en el tráfico del receptor de

glucocorticoides entre el citoplasma y el núcleo. La región 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-isornerasa (PPIasa). A pesar de las similitudes de los dominios FKBP con los

de FKBP38 , los aminoácidos necesarios para su enlace con FK506 y para la actividad PPIasa

no son conservados en FKBP38, sugiriendo que quizás esta proteína no tiene ni la actividad de

PPIasa ni la capacidad de unirse a FK506. Estas características hacen que FKBP38 sea única en

toda la familia de las FKBP, y sugiere que tiene una función independiente de FK506 (Fig. 8) .

Como se mencionó anteriormente diferentes estímulos apoptóticos inducen la

disfunción mitocondrial, incluyendo la liberación de citocromo e, el factor inductor de apoptosis

y . Smac (también conocido como diablo), y también la perdida del potencial de membrana

mitocondrial. Así mismo las proteínas antiapoptóticas Bcl-2 y Bcl-xj, protegen a la célula en

contra de todos estos eventos mitocondriales por la inhibición de proteínas pro-apoptoticas y

previniendo la transición de la permeabilidad mitocondrial. Tanto Bcl-2 como Bcl-xL son

proteínas de membrana localizadas predominantemente en la mitocondria. En contraste para Bcl-
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2 YBel-XL quizás los miembros pro-apoptóticos de la familia de Bel-2, ineluidos Bax , Bad, Bid

y Bim, se localizan en el citosol de las células antes de ser expuestas a señales de muerte. En

respuesta a un inductor, estas proteínas se translocan a la membrana mitocondrial y

contrarres tan los efectos anti-apoptóticos de Bel-2 y Bel-XL. Aunque la localización

mitocondrial de Bel-2 y Bel-XL parece ser crucial para sus funciones antiapoptóticas, los

mecanismos moleculares por las cuales estas proteínas se translocan a membrana y por los cuales

permanecen unidas a mitocondria todavía no se han esclarecido.

Es sabido que la familia de las Bel-2 son frecuentemente reguladas por modificación

postraduccional, lo que puede controlar su actividad y conformación. La proteína Bel-2 tiene

residuos específicos que pueden ser fosforilados bajo ciertas circunstancias; por ejemplo se ha

encontrado que en un estado fosforilado Bel-2 se inactiva, mientras que una mutación en los

residuos fosforilables demuestra su eficacia como molécula antiapoptótica. La forma fosforilada

de Bel-2 fue detectada en el retículo endoplásmico (RE) lo que hace que esta sea incapaz de

unirse a proteínas propapotóticas. Recientemente en estudios in vitro se encontró que la

fosforilación 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 Bel-2, haciendo que sea poco

probable tener un sitio libre para la fosforilación que inactive a la proteína. Estos resultados

sugieren un efecto regulatorio por parte de la inmunofilina a través del bloqueo de los sitios

fosforilalación.[78]

Por otra parte se tiene evidencia de que FKBP38 puede modular la apoptosis por

interacción 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 proteína

fosfatasa 2B, CaN) que está relacionada con la señalización intracelular de calmodulinalCa2
+

quien realiza la desfosforilación de muchas proteínas importantes tales como los factores

retranscripción NFAT, MRF2, Elkl, así como también la óxido nitríco sintasa y la subunidad
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regulatoria RII del AMPc que es dependiente de proteínas cinasas. Por ende esta enzima se

acopla a la señalización de calcio para apoptosis y el control transcripcional en el sistema

inmune, además de los sistemas nervioso y cardiovascular. Si bien cuando se utiliza compuestos

tales como FK505 y ciclosporina a (CsA) como inmunosupresor, estos actúan como potentes

inhibidores de CaN debido a la formación del complejo FK506IFKBP12/CaN. FK506 necesita la

presencia de FKBPl2 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

proteínas se encuentra ausente, no hay ningún efecto sobre CaN. La interacción de estos

complejos no se da a través de su unión con el sitio activo de la CaN.

En relación con lo anterior se había encontrado evidencia que sugería la posibilidad de

que FKBP38 podría ejercer el mismo efecto que el complejo FK506IFKBP12; el de inhibir a la

CaN y con ello la consecuente supresión de la respuesta inmune y de la apoptosis. Lo novedoso

de esta evidencia es el hecho de que FKBP38 no requería la unión del fármaco FK506 para

inhibir a la fosfatasa, por ello es que se le atribuyo el titulo de inhibidor inherente de CaN [74].

En una publicación de este año 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 actúa como

inhibidor inherente de la CaN, lo que es más se necesita de la presencia de FK506 para que

FKBP38 pueda inhibir la función 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 localización mitocondrial

de esas proteínas antiapoptóticas es importante para la inhibición de la apoptosis. Para demostrar

lo anterior, primero que nada realizaron tinciones que indicaban que FKBP38 se localizaba en la

membrana mitocondrial y en cercanía con Bcl-2 y Bcl-xl. , mientras que otras inmunofilinas se

encontraban en el citoplasma. Paralelamente se llevaron a cabo ensayos produciendo proteínas de

FKBP38 mutantes que no presentan el dominio FKBP, lo que impide su unión con Bcl-2 y Bcl-
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xL por lo que esta no puede insertarse en la membrana mitocondrial ni cumplir con su función

antiapoptótica, ello sugiere que la función 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 señal de unión a membrana mitocondrial y otra a las cual

se le adicionaron péptidos para dirigir a FKBP38 a la membrana citoplasmática , encontrando que

tanto FKBP38 junto con Bcl-2 y Bcl-xL colocalizaban respectivamente en la membrana

mitocondrial y en el citoplasma. Así mismo se utilizo un RNA de interferencia para FKBP38 lo

cual reducía su expresión notablemente, encontrando que tanto Bcl-2 y Bcl-xL se encontraban

dispersos en el citoplasma. Con toda la información anterior podemos afirmar que FKP38 es una

proteína crucial para la función de Bcl-2, en este caso en la translocación de ésta a la membrana

mitocondrial [75,81].

Son muy pocos los estudios que hay acerca de esta inmunofilina en su interacción con

Bcl-2, por lo que en el presente trabajo se intenta relacionar la expresión de estas dos moléculas

en presencia de glucocorticoides a diferentes tiempos, lo que quizás nos estaría dando patrones

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

3.1 OBJETIVO

Determinación semicuantitativa de la expresión de los genes de la FKBP38 y BcI-2 a
nivel de mRNA en células mononucleares de sangre periférica (PBMC) cultivadas en presencia
de diferentes concentraciones de glucocorticoides, así como un análisis en la fragmentación del
DNA en cada uno de los diferentes casos.

3.2 HIPOTESIS

Los glucocorticoides disminuirán la expresión de los mensajeros de BcI-2 y la de la
inrnunofilina FKBP38 .

Se espera que a una mayor cantidad de expresión de ambos mensajeros tengamos a su
vez una disminución en la fragmentación del DNA dependiente de la disminución en la
concentración del glucocorticoide.
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IV.- METOnOS y TÉCNICAS

4.1 OBTENCIÓN DE CÉLULAS MONONUCLEARES DE SANGRE

PERIFÉRICA (PBMC)

l. -Hacer una dilución 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 mino

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 IX

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

7.- Decantar el sobrenadante, resuspender el botón celular en el líquido que escurre por las

paredes después de haber decantado, a continuación adicionar PBS IX

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

9.- Decantar el sobrenadante

10.- Resuspender el botón celular en 1000 ul de medio RPMI 1480

4.2 CUENTA DE CÉLULAS MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFÉRICA

(PBMC)

1.- Una vez resuspendido el botón celular se toman 20 ul Y se colocan en un tubo

eppendorf y se añaden 20 ~l de azul tripano.
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2.- Se toma una alícuota de 10 ¡,tI de la mezcla anterior y se depositan en la Camara de Neubauer.

3.- Se cuentan los cuatro cuadrantes de las esquinas

4.- Calcular el número de células mediante la formula siguiente:

(SUMA DE LOS 4 CUADRANTES / 4 ) X 104 X 2 = No. Células / mI

2 = factor de la dilución al mezclar con el colorente

104
= 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/mi de medio RPMI

Después de haber extraído los mononucleares de sangre periférica se dejan 24 h

únicamente con medio RPMI en la estufa a 37"C , 5 % de CO2, para posteriormente darles los

tratamientos correspondientes.

Los estímulos para cada cultivo celular se describen a continuación:

Se tiene cuidado especial en el caso de las cajas que contienen RU486, ya que primero

se adiciona el Cortisol o Dexametasona y a continuación el antagonista de glucocorticoides el

RU 486
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Caja No.1 CORTISOL

3h 6h 9h 12h 24 h 48 h

Cortisol Cortisol Cortiso l Cortisol Cortisol Cortisol
10-6 10-6 10-6 10-6 10-6 10-6

Cortisol Cortisol Cortisol Cort isol Cortisol Cortisol
10-8 10-8 10-8 10-8 10-8 10-8

Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol
io" 10-10 10-10 10-10 10-10 10-10

Control Control Control Control Control Control

Caja No.2 DEXAMETASONA

3h 6h 9h 12 h 24 h 48h

Dexametasona Dexametasona Dexametasona Dexametasona Dexametasona Dexametasona
10-6 10-6 10-6 10-6 10-6 10-6

Dexametasona Dexametasona Dexametasona Dexametasona Dexame tasona Dexametasona
10-8 10-8 10-8 10-8 10-8 10-8

Dexametasona Dexametasona Dexametasona Dexametasona Dexametasona Dexame tasona

io" 10-10 io" io" 10-10 10-10

Control de Control de Control de Control de Control de Control de
RU 486 RU486 RU486 RU 486 RU486 RU486
10-5 10-5 io' 10-5 10-5 10-5
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Caja No.3 CORTISOL + RU 486

3h 6h 9h 12 h 24h 48 h

Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol
10-6 10-6 1O-{; 10-6 1O-{; 10-6

RU 486 RU486 RU486 RU486 RU 486 RU 486
10-5 10-5 10-5 10-5 10-5 10-5

Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol
10-8 10-8 10-8 10-8 10-8 10-8

Ru486 Ru486 Ru486 Ru486 Ru486 Ru486
10-7 10-7 10-7 10-7 10-7 10-7

Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol
10-10 io" lO-lO lO-lO lO-lO 10-10
Ru486 Ru486 Ru486 Ru486 Ru486 Ru486
10-9 10-9 10-9 10-9 10-9 10-9

Control de Control de Control de Control de Control de Control de
RU486 RU486 RU486 RU486 RU486 RU486
10-7 10-7 10-7 10-7 10-7 10-7

Caja NoA DEXAMETASONA + RU 486

3h 9h 12 h 24h 48h 72h

Dexametasona Dexametasona Dexametasona Dexametasona Dexametasona Dexametasona
10-6 10-6 10-6 10-{; 10-{; 10-6
RU 486 RU486 RU486 RU486 RU486 RU486
10-5 10-5 10-5 10-5 10-5 10-5

Dexametasona Dexametasona Dexametasona Dexametasona Dexametasona Dexametasona
10-6 10-6 10-6 10-6 10-6 10-6

RU486 RU486 RU486 RU486 RU486 RU486
10-5 10-5 10-5 10-5 10-5 10-5

Dexametasona Dexametasona Dexametasona Dexametasona Dexametasona Dexametasona
ro'? 10-10 10-10 10-10 10-10 10-10

RU 486 RU486 RU486 RU486 RU486 RU486
10-9 10-9 10-9 10-9 10-9 10-9

Control de Control de Control de Control de Control de Control de
RU 486 RU 486 RU486 RU486 RU486 RU 486
10-9 10-9 10-9 10-9 10-9 10-9
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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 OBTENCIÓN DE RNA TOTAL

a) Tomar las células de cada pozo por separado y adicionar PBS IX (para lavar)

b) Centrifugar a 1800 rpm durante 15 min., a temperatura ambiente y decantar el sobrenadante

e) desechar el sobrenadante y agregar 250 ~I de Trizol / 2xI06 células utilizadas ( si no se

procesan de inmediato las muestras se almacenan a -70 "C hasta la purificación posterior de los

ácidos nucléicos y las proteínas).

d) incubar las muestras homogenizadas por 5 min., a temperatura ambiente

e) adicionar 200 ~I de cloroformo/ mL de trizol utilizado, mezclar en el vortex por 15 seg., e

incubar por 10 mino 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 proteínas, 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 orgánica si se desea

purificar ácido desoxirribonucléico (DNA) O proteínas

i) precipi tar el RNA adicionando 800 ~I de alcohol isopropílico por cada mL de trizol utilizado,

mezclar suavemente e incubar las muestras a temperatura ambiente por 10 mino

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 ~I 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 mino a temperatura ambiente

n) disolver el RNA en 30 ~I de agua libre de RNAsas , mezclar
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o) cuantificar la concentración, de RNA presente en cada muestra en el espectrofotómetro 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 características

Agarosa

Amortiguador de corrida 5X

Formaldehído 12.3 M

Agua libre de RNAsas

1%

20%

17%

62%

Es importante que se trabaje con el paraformaldehído en la campana.

2.- Mientras el gel solidifica, las muestras se preparan de la siguiente manera:

En un tubo Eppendorf se adiciona

Solución que contiene 3¡Lg de RNA

Amortiguador de corrida 5X (OMPS)

Formaldehído

Formamida

3.- La mezcla se incuba por 15 mino a 65 Oc , a continuación se enfría en hielo

4.- Se centrifuga por 5 mino para depositar el fluido en el fondo

5.- Se adicionan 2 ¡LI 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 cámara de electroforesis a 65 V
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4.6 OBTENCIÓN DE DNA COMPLEMENTARIO (cDNA) A PARTIR DE RNA

TOTAL MEDIANTE RT-PCR

Se toma el volumen de las muestras anteriores que contenga exactamente 1 ¡lg de RNA

se adiciona una cantidad de agua mínima 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 ulcrolítros

Agua 10

Buffer 10X 2

üligo dT 50 ¡lM 1

dNTPs 10mM 1 ,

(enzima) MuLV 200 U/¡ll 0.5

RNA total* l ug Supóngase 5.5

Vol. Final de reacción 20 ¡lL

*Es muy importante el cálculo de las concentraciones de RNA total obtenidos al final de

la extracción para cada tubo, ya que de eso depende el volumen a agregar de RNA para que

contenga tan solo I pg de,RNA el tubo donde se llevara a cabo la reacción 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 lh Yposterior a ello se lleva cabo otro ciclo de 10

minoa 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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PARAGADPH

Reactivos uicrolitros

Buffer 10X 2.5

dNTPs 10mM 1

Enzima 200 U /111 0.5

Oligos de GADPH 2

5 11M

cDNA 5

H20 14

Vol. Final de reacción 251lL

Programa que ejecuta el termociclador para GADPH

Ciclo Temperatura oC Tiempo (min)

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

PARAFKBP38

Reactivos uicrolitros

Buffer lOX 2.5

dNTPs 1

Enzima 0.5

Oligos de FKBP 38 2

cDNA 5

H20 14

Vol. Final de reacción 251lL
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Programa que ejecuta el termociclador para FKBP 38

Ciclo Temperatura Oc 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 uicrolltros

Buffer 10X 2.5

dNTPs 1

Enzima 0.5

Oligos de BcI-2 2

cDNA 5

H20 14

Vol. Final de reacción 25 ~L

Programa que ejecuta el termociclador para Bcl-2

Ciclo Temperatura Oc Tiempo (min)

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 REACCIÓN DE PCR

Se preparan geles de agarosa al 1.2% disueltas en solución de TBE O.SX, se mezclan

Sul de producto de PCR más l IlL 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 O.SX a 80 Volts. Luego los geles son

teñidos con bromuro de etidio, para su posterior análisis.

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

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

4.9 DETECCIÓN DE APOPTOSIS A TRAVÉS DEL ANÁLISIS DE LA
FRAGMENTACIÓN DE DNA POR ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

La fragmentación de DNA ha sido utilizado como marcador bioquímico de apoptosis,
debido a que una vez que en las células se ha fragmentado su DNA, éstas están destinadas a morir
y no hay mecanismos que rescaten de tal señalización apoptótica. En este estudio se utilizó esta
técnica para evaluar el fenómeno de apoptosis

1.- Después del período de incubación de las células, se extraen y se lavan con PBS IX dos
veces
2.- Se adicionan SOO III de solución de lisis, y se incubó a SOo durante 2 h
3.- Después se realizo una extracción fenol/cloroformo seguida de una precipitación con etanol.
4.- Las muestras se cargaron en un gel de azarosa al 1% que posteriormente se visualizo con una
tinción con bromuro de etidio.
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v .- RESULTADOS

Fig.9GADPH

Fig. 10 Bcl-2 en presencia de Cortisol
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Fig.ll FKBP38 en presencia de Cortisol

Fig. 12 BcI-2 en presencia de Dexarnetasona
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Fig.13 FKBP38 en presencia de Dexametasona

Fig. 14 Bcl-2 en presencia de C+RU
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Fig. 15 FKBP38 en presencia deC+RU

Fig. 16 Bcl-2 en presencia de D+RU
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Fig. 17 FKBP 38 en presencia de D+RU

Fig. 18 Controles
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Fig. 19 Escalera de apoptosis a diferentes concentraciones de Cortisol

Fig. 20 Escalera de apoptosis a diferentes concentraciones de Dexametasona
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Tabla I Densidades ópticas de las bandas de la expresión de Bcl-2 en el control (Cnrt),
Cortisol+RU486 (C+RU), Dexametasona +RU 486 (D+RU), y de RU486 (RU)

(h) Cntr C+RU C+RU C+RU D+RU D+RU D+RU RU RU RU
IO~ lO-s lO-lO 10~ lO-s lO-lO 10-6 lO-s 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 1045 0.652 00402 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 10489 0.876 0.719 0.873 0.704 0.694

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

(h) Cntr C+RU C+RU C+RU D+RU D+RU D+RU RU RU RU
IO~ 10's 10-\0 10.6 10-8 10-10 10~ lO-s 10.10

3 1.243 10453 0.950 0.786 1.345 0.975 0.875 1.290 0.956 0.962
6 1.080 1.874 0.914 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 0.941 1.031 0.895 0.923 0.972 0.918 0.936 0.946 0.978
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Tabla 3. Expresión de Bcl-2 y FKBP38 en células PBMC tratadas con Cortisol IXlO-6

Tiempo (h) 0.0. para Bcl-2 0.0. para FKBP 38
3 24.98 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
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Fig. 21 Gráfica de la expresión de rnRNA de Bcl-2 y FKBP38 de células PBMC tratadas con
Cortisol Ix 10-6
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Tabla 4 Expresión de BcI-2 y FKBP38 en células PBMC tratadas con Cortisol IXlO-8

Tiempo (h) O.D. para Bcl-2 O.D. para FKBP 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
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Fig. 22 Gráfica de la expresión de rnRNA de BcI-2 y FKBP38 de células PBMC tratadas con
Cortisol 1x 10-8
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Tabla S Expresión de Bcl-2 y FKBP38 en células PBMC tratadas con Cortisol IXlO- 10

Tiempo (h) O.D. para BcI·2 O.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

Cortisol10-10

40
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Fig. 23 Gráfica de la expresión de rnRNA de Bcl-2 y FKBP38 de células PBMC tratadas con
Cortisol Ix 10-10
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Tabla 6 Expresión de Bcl-2 y FKBP38 en células PBMC tratadas con Dexametasona lX10-6

Tiempo (h) 0.0. para Bcl-2 0.0. 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 O
48 O O

Dexametasona 10-6

6 12 18 24 30 36 42 48 54

Tiempo (h)

I--- --- +--- ---""-...:-- - - - ----------i
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-FKBP38
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Fig. 24 Gráfica de la expresión de niRNA de Bcl-2 y FKBP38 de células PBMC tratadas con
Dexametasona lx 10-6
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Tabla 7 Expresión de Bcl-2 y FKBP38 en células PBMC tratadas con Dexarnetasona lXl0-8

Tiempo (h) O.D. para BeI-2 O.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 O O
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Fig. 25 Gráfica de la expresión de rnRNA de Bcl-2 y FKBP38 de células PBMC tratadas con
Dexarnetasona Ix 10-8
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Tabla 8 Expresión de Bcl-2 y FKBP38 en células PBMe tratadas con Dexarnetasona IXlO-10

Tiempo (h) O.D. para BcI-2 O.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
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c:i 15o
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O

O 6 12 18 24 30 36 42 48 54
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~Bcl-2

__ FKBP 38

Fig. 26 Gráfica de la expresión de mRNA de Bcl-2 y FKBP38 de células PBMe tratadas con
Dexarnetasona l x 10-10
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Fig. 27 Gráfica de la expresión de Bcl-2 a diferentes concentraciones de cortisol
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Fig. 28 Gráfica de la expresión de FKBP38 a diferentes concentraciones de cort isol
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Fig. 29 Gráfica de la expresión de BcI-2 a diferentes concentraciones de dexarnetasona
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Fig. 30 Gráfica de la expresión de FKBP38 a diferentes concentraciones de dexametasona
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Cabe señalar que el experimento se realizó dos veces y los valores numéricos de las

densidades ópticas presentadas son promedio de estos dos, que sirven para su posterior análisis.

Las densidades ópticas obtenidas (O.D.) para las muestras que fueron tratadas con C+RU,

D+RU y las de RU, se muestran en la Tabla l y 2 tanto para BcI-2 como para FKBP38, donde

notamos que las expresiones tanto de BcI-2 y FKBP38, permanecen casi inalteradas comparadas

con las células que no recibieron ningún tratamiento en particular (control), lo que nos permite

asegurar que las variaciones en la expresión tanto de BcI-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 expresión de los genes de BcI-2

y FKBP38 notamos que aun para las diferentes concentraciones tanto de dexametasona como de

cortisol, el tiempo en se encuentra una mayor expresión de estas es alrededor de las 9h (Fig. 21-

30).

Es de interés que en todos los casos las lecturas encontradas para la expresión de BcI-2

son mayores que las encontradas para las de FKBP38 en las primeras horas (3-9h), es decir que

independientemente de la concentración del glucocorticoide la expresión de BcI-2 siempre será

un poco mayor comparada con la de FKBP38 .(Fig. 21-26)

Si observamos las Fig. 27 Y 30 encontramos que la concentración a la cual BcI-2 se

expresa con mayor intensidad es lxlO·8
. Este comportamiento lo observamos de igual forma en

la expresión de la inmunofilina FKBP38 (Fig. 28 Y30).

Podemos ver que el efecto provocado por el cortisol sobre la cantidad de mensajero es de

mayor grado que el de la dexarnetasona, pues a las 9h la densidad óptica encontrada de BcI-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 expresión de FKBP38 desaparece por

completo desde las 24 hrs, posteriormente a las 48h tampoco se encuentra la expresión de Bcl-2

(Fig. 24) a una concentración de IXI 0.6 de dexametasona. Lo que podemos relacionar fácilmente

con la Fig. 20 en donde tenemos que la mayor intensidad en las bandas de degradación 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 dirigían más rápidamente a un proceso apoptótico [75, 77], aun a pesar de

que se encuentre expresada la molécula antiapoptótica Bcl-2.

Si bien al observar las escaleras de apoptosis presentadas para las diferentes

concentraciones de glucocorticoides y tiempos de análisis de ellas (Fig. 19 Y 20), es claro que

cuando se va teniendo una disminución en la expresión de los genes de Bcl-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 expresión de FKBP38 desaparece por completo. Aun

cuado las intensidades de las bandas de FKBP38 y Bcl-2 son más intensas (IXI0-8 de

dexametasona y cortisol), estas terminan por desencadenar el proceso de apoptosis, que podemos

corroborar la fragmentación de su DNA.

Al parecer el efecto causado por la dexametasona, es más perjudicial para la célula ya que

al ver el gel que corresponde a la escalera de apoptosis de esta, se encuentra que es más intensa

que el mostrado para cortisol, coincidiendo con el hecho de que los genes que participan en la

protección de la célula y que estamos detectando, son expresado en menor cantidad cuando

utilizamos dexametasona que cuando se usa cortisol.
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VI.- DISCUSIÓN

De acuerdo a los resultados obtenidos y a las tendencias mostradas, es claro que la

expresión de los genes Bcl-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 más nocivo es

la dexametasona, ello es debido a que como se ha reportado en la literatura el efecto de esta

última es mucho más potente que el de cortisol [80].

También es claro que las concentraciones del glucocorticoide utilizado van a afectar la

expresión de Bcl-2 y FKBP38 , podríamos relacionar este hecho con la cantidad de receptores

de glucocorticoide presentes en las superficie celular, por ejemplo , puede ser que cuando se tiene

una concentración muy alta de glucocorticoide estos presenten un fenómeno de resistencia

asociado al receptor de glucocorticoide y a su concentración, y debido a esto no se tenga la

mayor expresión de los genes en estudio en las primeras horas comparado con la concentración

media (1X lO-s), que es en esta donde se tiene una mayor expresión. Mientras que en el caso de

la concentración más baja (1X10-6) notamos que se tienen comportamientos diferentes de acuerdo

al glucocorticoide utilizado, pues al parecer en el caso de la dexametasona se presenta una

expresión de los mensajeros muy similar al de la concentración de lX lO-s; y en el caso del

cortisolla concentración de IXIO-IO es donde se tiene la expresión más baja de los mensajeros, y

en este caso podríamos pensar que la cantidad de receptor unido a su ligando no es suficiente

como para desencadenar una respuesta más amplia. Es pertinente señalar un posible estudio en el

cual se detecten las cantidades y tipos de GR asociados la al expresión de Bcl-2 y de la

inmunofilina FKBP38, con el fin de conocer un poco más acerca de los mecanismos por los

cuales se esta llevando a cabo la regulación de estos transcritos por los glucocorticoides ya que
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como se menciono con anterioridad existen diversas formas en las que estos actúan, lo que es

interesante de este trabajo es que efectivamente se encuentra una relación asociada a la

concentración y tipo de glucocorticoide sobre la expresión de los mensajeros de Bcl-2 y FKBP38.

Una circunstancia de particular interés es que a la concentración de 1X10.6 de

dexametasona la expresión de FKBP38 se encontró suprimida a las 24hrs, mientras que la de Bcl­

2 aún se mantenía a este tiempo (claro que de manera más baja), pero no obstante a este tiempo

también se detecta una intensidad fuerte en las bandas correspondientes a la degradación de

DNA, lo que implica que la célula esta entrando en un estado apoptótico, 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 antiapoptótica, ya que como se

recordará Bcl-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 expresión de BcI-2 con respecto a la

de la inmunofilina nos siguiere que el transporte de Bcl-2 a la membrana mitocondrial, es

insuficiente, y que e! remanente de Bcl-2 como se reporta en la literatura pudiera estarse

acumulando en e! núcleo [67], lo que llevaría aun más a la inactivación de NFK8 (ya que los

glucocorticoides también intervienen en la inhibición de este factor) teniendo como resultado

final la muerte de la célula . Quizás en este punto podría sugerirse un estudio donde se realicen

determinaciones de la localización ce!ular de Bcl-2, cuando las concentraciones de la

inmunofilina son bajas.

Otra cuestión a analizar sería la cantidad exacta de mensajero relacionada con la cantidad

de proteína traducida, ya que como se sabe existen ciertos mRNA que son estables y traducen

para una cantidad mayor de proteína, comparado con otros en las que la cantidad de mRNA es

proporcional a la cantidad de proteína, ya que si este fuera el caso de! RNA mensajero de la
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inmunofilina en estudio, los resultados obtenidos tendrían otra orientación diferente a las

suposiciones hechas en los párrafos anteriores .

Así mismo sería interesante hacer estos mismos experimentos de manera cuantitativa,

utilizando células de cultivo primario como las que se usaron en este trabajo, en comparación con

líneas celulares, ya que como la literatura lo reporta sus parámetros de comportamiento son muy

diferentes de acuerdo al fenotipo de la célula estudiado, ello con el objetivo de conocer un poco

más acerca de los comportamientos de la inmunofilina así como de las moléculas antiapoptóticas.
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VII.- CONCLUSIONES

Al aumentar las concentraciones de los glucocorticoides disminuye la expresión tanto de

Bcl-2 como de la inmunofilina FKBP38. Lo que parece desencadenar el proceso apoptótico

de una manera más rápida.

Las tendencias de expresión tanto de la inmunofilina como de Bcl-2 parecen ser muy

similares ya que su máxima expresión se da a partir de las 9h. Siendo que la expresión de

Bcl-2 la mayoría de las veces se manifestó con más intensidad que la de FKBP38.

Por otra parte se observó que al estar presente la expresión de Bcl-2 aunque sea con poca

intensidad y en ausencia de la expresión de FKBP38, las células presentaron una mayor

intensidad en la fragmentación de su DNA, lo cual sugiere que se necesita la participación de

la inmunofilina a un concentración especifica para que Bcl-2 pueda cumplir con su función

antiapoptótica.

Cabe señalar que estos experimentos son una evidencia de cómo se encuentran altamente

relacionadas a nivel de expresión de mensajeros tanto para FKBP38 y Bcl-2 ante un estímulo

generado por los glucocorticoides. Estos resultados podrían servir de base para posteriores

estudios en los que se debe determinar de manera cuantitativa la expresión del gen así como

de la proteína, utilizando diferentes mecanismos inductores de muerte.

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

una función bien importante en la homeostasis celular frente a agresiones endógenas, como
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lo podría llegar a ser el cortisol en ciertas círcunstancias, por su interacc ión con Bcl-2 que

podría repercutir a su vez sobre otras moléculas .

ESTA TESIS NOS~
OE lA BmI.IOTECA
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APENDlCE DE REACTIVOS Y SOLUCIONES.

REACTIVOS

-Para cultivo

Med io RPMI 1840 SIGMA
Cortisol SIGMA
Mifepristone (RU486) SIGMA
Dexametasona SIGMA
NaCl Aldrich
KCI Aldrich
Na2HP04 Aldrich
KH2P04 SIGMA

-Determinac ión de la integridad de RNA

Agarosa GIBCO BRL
Formaldehído SIGMA
Acetato de Sodio SIGMA
EDTA SIGMA
MOPS SIGMA
Bromuro de Etidio SIGMA-ALDRICH

-Para la obtención de RNA total

Trizol GIBCO BRL
Cloroformo, sin aditivos SIGMA
Isopropanol para biología molecular SIGMA
Agua tratada con dietilpirocarbonato al 0.0 I% v/v (DECP)
Etanol para biología molecular al 75% diluido con agua DEPC

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

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

-Reactivos para PCR

Expand (mezcla de enzimas Taq y Pwo)
Buffer 10X con MgCb 15 mM
dNTPs 10 mM
Iniciad ore s 5 ¡.tM
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-Reactivos para Gel de agarosa

Tris base GIBCO BRL
Ácido Bórico SIGMA-ALDRICH

- Reactivos para fragmentación de DNA

Buffer de lisis

Tris GIBCO BRL
HCI GIBCO BRL
SDS
Proteínasa K

SOLUCIONES

-PBS l x

137 mM de NaCI
2.7 mM de KCI
10mM Na2HP04
2 mMKH2P04

Se disuelven 8 g de NaCI, 0.2 g de KCI , 1.44 g de Na2P04, Y 0.24 G de KH2P0 4 en
800ml dw agua destilada. Se ajusta el pHa 7.4 con HCl. Adicionar el agua necesaria pa ajustar 1
litro . Esta solución se esterilizo por filtración al vacío. Se almacena a temperatura ambiente.

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

Acetato de Sodio 50 Mm
EDTAO.5M
MOPS
Agua libre de RNAsas

-Amortiguador de carga para RNA

1.6 L
20mL
41.2 g
cpb 2L

EDTA lmM
.Glicerol
Azul de Bromofenol
Xilencianol
Agua desionizada estéril

49.5 % v/v
50%
0.35 % v/v
0.25 % v/v
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- TBE 5 X
54 g de Tris base
27.5 g de ácido bórico
20 mI de 0.5 M de EDTA (pH=S)
afora a 1 litro

ajusta el pH= S.3
La solución 5X es más estable porque los solutos no se precipitan durante su

almacenamiento. Cuando se utiliza se hace una dilución para tenerla 0.5X

- Buffer de lisis

50 mM Tris-Hcl pH=S
10 mM EDTA
200 mM NaCI
0.5 % SDS
0.5 mg Iml De pretinaza K (Boehninger-Mannheim)

- Tris -HCI (1M)

Disolver 121.1 g de Tris base en SOO mI de H20 , adicionar 42 mI de HCI concentrado.

- Tris EDTA
10mM de Tris
IMMEDTA
pH=S

-Solución de Bromuro de Etidio (IOmg I mi)
Adicionar 19 de Bromuro a 100 mi de H20 , 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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