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3. RESUMEN

El factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) es uno de los principales promotores de
muerte en distintas lineas celulares derivados de tumores. En la linea de
fibroblastos murinos L929 derivados de tejido conectivo, el TNFa es capaz de
activar una via de muerte en la que se observa activacién del Factor Nuclear kappa
B (NF-xB) y de la Fosfatidil inositol 3 cinasa (PI3K). Se ha demostrado que ambas
moléculas son reguladoras de varias vias de sobrevivencia. Por otra parte, se sabe
gue agonistas de glucocorticoides como la dexametasona, inhiben la muerte celular
inducida por TNFa en células L929 a través de un mecanismo no del todo conocido
hasta ahora. Se ha postulado que esta inhibicion por dexametasona de la muerte
inducida por TNFa, podria estar mediada por la activacion de factores de
sobrevivencia o por la inhibicién de factores de muerte.

En este trabajo exploramos la participacion de PISK y NF-kB en la proteccion
mediada por dexametasona contra la muerte inducida por TNFa, para lo cual
sobreexpresamos una forma dominante negativa de PI3K y una forma mutada no
degradable de IkBa (el inhibidor citoplasmico de NF-kB) en células L929.

Encontramos que la sobreexpresion de la mutante de IxB anula la proteccion
mediada por dexametasona contra la muerte inducida por el TNFa. Esta respuesta
correlaciona con una alteracion en la expresion de las proteinas inhibidoras de
apoptosis XIAP y c-IAP1. Ademas, observamos que la presencia de la proteina
IkBa. mutada, lo cual resulta en la inhibicion de NF-xB, conduce a la exacerbacion
de la citotoxicidad en respuesta al TNFa. Sin embargo la sobreexpresion de la
mutante de PI3K no altera el efecto protector de la dexametasona.

Los resultados observados, sugieren que NF-kB es un elemento esencial en
la proteccion conferida por dexametasona contra el efecto citotoxico del TNFa. La
ausencia de activacion de este factor transcripcional incapacita a la célula para
contender contra el efecto citotoxico desencadenado en respuesta al TNFoa en
presencia de dexametasona. Ademas, el aumento en la citotocicidad observado
durante la inhibicién de NF-xB, sugiere la participacion de este factor en otras vias

de sobrevivencia.



ABSTRACT

4. ABSTRACT

Tumor necrosis factor alpha (TNFa) is one of the main cell death promoters in
different tumor-derived cell lines. In the L929 murine fibroblasts cell line TNFa
activates a cell death through two factors involved in the regulation of several
survival pathways: Nuclear Factor kappa B (NF-xB) and phosphatidil inositol 3
kinase (PI3K). On the other hand, it is known that glucocorticoid agonists like
dexamethasone inhibit TNFa induced cell death in the L929 line through a not yet
known mechanism. In fact, it has been proposed that dexamethasone protection
against TNFa induced cytotoxicity could be mediated by the activation of survival
factors or by the inhibition of cell death factors.

In this work we investigated both, the PISK and NF-xB participation in the
dexamethasone protection against the TNFa induced cytotoxicity. To this end we
overexpressed a negative dominant form of PI3K and a non-degradable mutant
IxBa protein (the cytoplasmic NF-xB inhibitor) in L929 cells.

We found that kB mutant overexpression abrogates the dexamethasone
protection against TNFa induced cell death and that this response was correlated
with the altered expression of the apoptosis inhibitor proteins XIAP and c-IAP1.
Interestingly, we determined that in the presence of the mutant IxBa. protein, which
leads to NF-«B inhibition, the TNFa induced cytotoxicity was increased. Also,
overexpression of the mutant PI3K has no effect on the protection conferred by
dexamethasone.

Taken together, these results suggest that NF-xB, but not PI3K, is an
essential element in the dexamethasone conferred protection against the TNFa
cytotoxicity. Also, the augmented TNFa cytotoxicity effect onserved during the NF-

kB inhibition suggests the involvement of this factor in other survival pathways.
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5. INTRODUCCION

5.1 El Factor de Necrosis Tumoral o (TNFa)

5.1.1 Historia

Hace mas de un siglo, el médico aleman P. Bruns reporté la regresién de tumores
en humanos después de una infeccion bacteriana. Esto llevd a W. Coley, un
oncologo norteamericano, a utilizar extractos bacterianos (llamados toxinas de
Coley) para el tratamiento de canceres humanos, con algunos éxitos. Gratia y sus
colaboradores demostraron la regresion tumoral por extractos bacterianos en un
modelo de cobayos. En 1944, Shear y sus colaboradores aislaron lipopolisacarido
(LPS) de los extractos bacterianos y mostraron que éste era el responsable de la
regresion tumoral (Creech et al., 1948b;Creech et al., 1948a). G. Algire, un
investigador francés, demostré que el LPS induce necrosis hemorragica de tumores
al inducir hipotension sistémica, colapso de la vasculatura tumoral, anorexia de las
células tumorales y muerte celular (Algire et al., 1952).

Posteriormente, O’Malley y sus colaboradores (O'Malley et al.,, 1963)
comprobaron que los efectos del LPS sobre la regresion tumoral no son directos,
sino que se median a través de la induccion de un factor en el suero al que llamaron
factor necrozante de tumores. Este factor fue renombrado por el grupo de Lloyd Old
como factor de necrosis tumoral (TNF); este grupo reporté originalmente que los
macrofagos eran la fuente celular del factor pero mas tarde mostraron que células
del linaje linfoblastoide también producen la citocina (Carswell et al., 1975).

En 1984 el TNF humano se purifico y su cDNA se clon6 y expresé; el
monomero consta de 157 aminoacidos. Poco tiempo después, el TNF de raton se
descubrié de forma independiente como un factor que media la caquexia inducida
por LPS (Beutler et al., 1985), y como un factor de diferenciacién mieloide (Takeda
et al., 1986).

5.1.2 Estructura del geny la molécula del TNFa

El gen del TNFa: El gen del TNFa se encuentra como copia unica, en el brazo
corto del cromosoma 6 en humanos y del 17 en murinos. Se encuentra dentro de la

region de los genes del complejo mayor de histocompatibilidad. EI TNFa esta
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siempre hacia 3’ del gen del TNF y tiene cerca de 3 kb de DNA de longitud.
Consiste de cuatro exones y mas del 80% de la secuencia de la proteina madura
soluble se codifica en el cuarto exon, mientras que los exones | y Il contienen casi
por completo la secuencia del péptido lider que se encuentra en la forma unida a la
membrana.

La region que flanquea al gen en el extremo 5’ contiene varios sitios kB, un
sitio SP1, un AP-1 y una “caja Y’ similar a las del complejo mayor de
histocompatibilidad clase Il. EIl RNAm se traduce siempre en una proteina de 157 y
156 aminoacidos respectivamente en humanos y murinos. De los 157 aminoacidos
de la secuencia humana, los primeros 76 corresponden a la presecuencia, que es

altamente conservada y sirve para anclar la molécula a la membrana.

La molécula del TNFa: EI TNFa se produce primariamente como una
proteina de membrana tipo Il; los aminoacidos —76 a —50 comprenden la regidn
intracitoplasmica y los residuos del —-44 al —-26 corresponden a la region
transmembranal hidrofébica. La proteina sin procesar tiene una masa molecular de
26 kDa y se corta proteoliticamente para dar origen a la forma de 17 kDa. La forma
soluble del TNFa no presenta ningun residuo de metionina y existe en solucion
como un homotrimero de masa molecular de 52 kDa y ésta es la forma que se une
a los receptores. El trimero del TNFa se une a tres moléculas del receptor, una en
cada una de las interfaces entre los mondémeros del ligando. Cada una de las tres
subunidades contiene un puente disulfuro (Figura 1), que no es esencial para su
actividad. EI TNFa humano se une con alta afinidad a sus receptores con una
constante de disociacion Ky de 0.5 y 0.1 nM para el TNFR1 y el TNFR2
respectivamente (Kramer et al., 1988;Stauber et al., 1988).

No se han reportado muchas modificaciones post-traduccionales sobre el
TNFa. EI TNFa humano no presenta glicosilaciones, pero la secuencia primaria
muestra la presencia de varios sitios consensos de posible fosforilaciéon, lo que
ofrece un mecanismo potencial para la regulacion de la formacion del trimero y la
union al receptor. Ademas, se reportd la fosforilacion del TNFa humano unido a

membrana en monolitos (Pocsik et al., 1995).
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Figura 1. Superficie de Van der Waals del trimero del TNFa.
Las subunidades se indican por los colores blanco, gris y negro. En rojo se muestran las zonas de

mutacion que se asocian con cambios en la citotoxicidad o en la union al receptor (Eck et al., 1992).

5.1.3 Produccion

El TNFa es una citocina que se produce por muchos tipos celulares, como
macrofagos, monocitos, linfocitos, keratinocitos y fibroblastos (Tabla 1), en
respuesta a inflamacion, infeccion, daio u otros cambios ambientales.

La produccion del TNFa se regula en multiples niveles que incluyen efectos
transcripcionales, estabilizacion del RNAm, traduccion y estabilidad de la proteina.
La endotoxina (LPS) de las bacterias Gram negativas induce la produccion de TNFa
en macrofagos. El LPS se une al receptor de superficie CD14, el cual transmite una
senal al receptor 4 similar a Toll (TLT-4). Esto resulta en la acumulacién intracelular
de un complejo que incluye el factor 88 de diferenciacién mieloide, la proteina
adaptadora que contiene un dominio Toll/IL-1R y la cinasa asociada a la IL-1R, lo
que lleva a la activacion de los factores de transcripcién relacionados con
inflamacion, entre los que se encuentran NF-xB y AP-1. Ademas, la exposicion al
LPS resulta en la activacion de varias vias de sefializacién que se involucran en la
estabilidad del RNAm de la citocina y en la traduccion y estabilidad de la proteina.

La regidon 3’ no traducida del RNAm del TNFa (UTR) contiene un elemento
rico en AU (ARE), que inicialmente se implicé en control traduccional. Los AREs
estan presentes en los UTR 3 de los RNAm de muchas citocinas, genes
relacionados con inflamacion y oncogenes, y confieren inestabilidad (Caput et al.,

1986). Ciertos RNAm de moléculas proinflamatorias, entre los que se incluyen los
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RNAm de ciclooxigenasa-2, Interleucina-6, Interleucina-8 y TNFa, se estabilizan por
la activacion de la via de la proteina cinasa activada por mitogeno (MAPK) p38
(Dean et al., 1999). Los estudios con construcciones de RNAm reportero muestran
que la estabilizacion que media la p38 involucra directamente los AREs (Brook et
al., 2000). De modo que, los AREs confieren inestabilidad a los RNAm, sin
embargo, después de la activacion de la via de p38, estos elementos permiten la
estabilizacién del RNAm y causan un aumento en la cantidad de proteina.

Se piensa que la estabilidad de los RNAm ricos en AU se controla por
proteinas que se unen a los AREs. Las proteinas que se unen al ARE del TNFa y
regulan la estabilidad de su RNAm en macrofagos no se conocen bien. Los
primeros trabajos demostraron la formacion de varios complejos entre una sonda
del UTR 3’ del RNAm vy proteinas en los compartimentos nuclear y citoplasmico.
Después se demostrd que existen proteinas de union al ARE tanto inducibles por
LPS como constitutivas. Se han identificado tres proteinas que se unen al ARE del
TNFa. La tristetraprolina (TTP) es una proteina inducible por LPS que desestabiliza
el RNAm del TNFq, (Carballo et al., 1998). Los ratones que no expresan TTP sobre
expresan tanto el RNAm como la proteina del TNFa en presencia o ausencia del
estimulo con LPS. Tanto TIAR (Gueydan et al., 1999) como la proteina relacionada
TIA-1 también se unen al ARE del TNFa. Los macrofagos de ratones que no
expresan TIA-1 producen mas proteina que los normales. Aunque la estabilidad del
RNAm del TNFa no varia, una proporcion mayor de éste se asocia a los polisomas
de estas células cuando se comparan con los macrofagos silvestres. Estos datos
sugieren que TIA-1 es un silenciador especifico de la traduccion del TNFo, (Piecyk
et al., 2000).

5.1.4 El TNFa, fisiologiay enfermedad

El TNFa dispara un amplio espectro de respuestas celulares que incluye la
activaciéon de linfocitos y leucocitos, proliferacion, diferenciacion y muerte. A pesar
de su gran similitud, el TNFa y la LT han adquirido a lo largo de la evolucion
funciones diferentes. Mientras que la LT juega un papel muy importante en la
hematopoyesis, el TNFa participa en procesos de activacion de la respuesta inmune

innata. Junto con la IL1B que es el mediador central de la reaccion inflamatoria, el
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ligando de Fas y otras citocinas relacionadas del tipo TRAIL, el TNFa induce la
muerte fisiologica de células alteradas, ya sea por infecciones virales o células
tumorales. Es interesante notar que si bien todas las células primarias normales
tienen receptores al TNFa, la muerte solo se induce cuando el metabolismo basal
se encuentra seriamente alterado, lo que experimentalmente se logra con
inhibidores de la transcripcion o de la traduccidn. Es igualmente importante notar
que las unicas células en las que el TNFa induce muerte son de tipo tumoral, y que
en muchos casos cuando las células son resistentes a la citocina, esto se debe a
mutaciones que inhabilitan las vias de sefalizacion de muerte. Por tanto, el TNFa
se considera como parte de los mecanismos fisiologicos para la eliminacién de

células disfuncionales.

Tabla 1. Produccién y presencia del TNFo. en humanos

Fuentes principales in vivo Monocitos/macréfagos estimulados’,
fibroblastos® y células endoteliales®

Células que lo producen después de | Linfocitos T* 'y B®°,  granulocitos®,
estimulacién neutrofilos’,  eosindfilos®,  condrocitos®,
osteoblastos, células mastoides', células
gliales™, adipocitos™, cardiomiocitos ™,
queratinocitos™ y miocitos de musculo
esquelético™

Fluidos corporales en los que se | Liquido encefaloraquideo”, leche
detecta humana' y transitoriamente en suero al
inicio del choque séptico™

1Sweet, M. J. y Hume, D. A, 1996; ZHaveII, E. A. y Rogerson, B. J., 1993; "Shanahan, W. R. Jr, et al., 1989; 4Romagnani, S,
2000; °Pistoia, V. y Corcione, A., 1995; °Peters, P. M. et al., 1986; 'Van Dervort, A. L. et al., 1994; ®Molet, S. et al., 1998;
%Shinmei, M. et al., 1991; "°Marie, P. J. et al., 1993 ; "'Galli, S.J. et al., 1993 ; "?Pan, W. et al., 1997 ; "*Coppack, S. W. ,
2001 ; "“Kalra, D. et al, 2002; '“Ansel, J. et al., 1990: '°Li, Y. P. y Reid, M. B., 2001; ""Ross, S. A. et al., 1994 ;
B3rivastava, M. D. et al., 1996 ;'*Pinsky, M. R., 1994

La produccion inapropiada del TNFoa o la activacion sostenida de su
sefalizacion se implica en la patogénesis de un amplio espectro de enfermedades
humanas que incluye sepsis (Acton et al.,, 1996), malaria cerebral, rechazo al
transplante (Couriel et al., 2000), diabetes (Hotamisligil et al., 1994), cancer (Balkwill
et al., 1990), osteoporosis y enfermedades autoinmunes tales como esclerosis
multiple, artritis reumatoide (Feldmann et al., 1996;Romas et al., 2002), enfermedad
de Crohn (Beutler, 1999), artritis psoridtica y enfermedades inflamatorias

vasculares.
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El TNFa desempena diversos papeles en el cuerpo, que incluyen
inmunoestimulacion, resistencia a agentes infecciosos, resistencia a tumores,
regulacion del sueno y regulacion del desarrollo embrionario. Sin embargo, en el
caso de algunos tumores, su posible potencial terapéutico es contrarrestado por la

toxicidad sistémica que implica en concentraciones efectivas.

5.2 Familia del TNFa y de sus receptores

La familia de ligandos del TNFa y sus correspondientes receptores (TNFR), son
moléculas que interacttan de manera especifica y con alta afinidad. Estas
moléculas juegan un papel importante en diversos procesos bioldgicos que ocurren
en células de mamifero, entre los que se encuentran inflamacién, apoptosis,

autoinmunidad, desarrollo y organogénesis del sistema inmune.

5.2.1 Familia de los ligandos

El TNFao es representativo de una familia creciente de citocinas triméricas que
incluye entre otras a la linfotoxina o (LTa), al ligando de Fas, al ligando del receptor
activador del NF-xB (RANKL), al ligando de CD40 y al ligando que induce apoptosis
relacionado al TNF (TRAIL) ( Tabla 2).

Todos los ligandos de la familia (20 a la fecha), reconocen a sus receptores a
través de una estructura comun compuesta de laminas 3 antiparalelas, arregladas
en una topologia caracteristica denominada f‘jelly roll’ (ldriss and Naismith,
2000;Ware, 2003). Estas similitudes en la estructura se reflejan en mecanismos
similares de reconocimiento y activacion. La familia de ligandos presenta entre el 25
y el 30% de similitud en secuencia, sobre todo en los residuos responsables de su
trimerizacion. En contraste, las superficies externas de los trimeros, importantes
para la union con sus respectivos receptores, muestran poca similitud (Baud and
Karin, 2001).

A diferencia de los factores de crecimiento solubles clasicos como EGFs,
PDGFs, FGFs o IGFs, los ligandos de la familia del TNFa no se sintetizan como
proteinas de secrecidon. La mayoria de estos ligandos se producen como proteinas

transmembranales tipo Il de las que se derivan proteoliticamente las formas
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solubles (Gruss and Dower, 1995). Las proteinas precursoras se sintetizan en el
reticulo endoplasmico y maduran durante su transito hacia el Golgi para finalmente
llegar a la membrana celular por medio del sistema de transporte vesicular. Una vez
en la membrana celular, y en respuesta a un estimulo de liberacion, se activa una
familia de proteasas de superficie relativamente inespecificas que producen un
corte en la region yuxtamembranal externa generando asi a las formas solubles
(Massague and Pandiella, 1993). Una caracteristica comun de la familia de ligandos
del TNFa es que también pueden funcionar como ligandos asociados a la
membrana de las células que los producen, en forma analoga al sistema de
sefalizacion de las ezrinas. Esta caracteristica les permite servir como ligandos de
fase solida expuestos en la superficie de las células presentadoras mediando
senales dependientes del contacto célula-célula (Hirao et al., 1996).

El TNFa y las linfotoxinas alfa y beta (LT /) son los miembros mas
estudiados de esta familia. Los tres se sintetizan como proteinas precursoras de
membrana y pueden servir como ligandos en fase sdélida. En respuesta a un
estimulo son procesadas para generar las formas maduras solubles. Mientras que
el TNFa solo forma homotrimeros, las LTa y LTB pueden formar homo y
heterotrimeros capaces de unirse a los mismos receptores (Androlewicz et al.,
1992). Esta caracteristica ha dificultado distinguir las funciones de cada una de

estas citocinas in vivo.

5.2.2 Familia de los receptores de TNFa

Los receptores de la familia del TNF son proteinas de membrana tipo | con un solo
cruce transmembranal que se distinguen por la presencia de varios motivos vy
dominios proteicos caracteristicos. Se han identificado algunos receptores para los
que aun no se conoce el ligando (  Tabla 2).

Dominio extracelular: Los hasta ahora 29 miembros de la familia de los
receptores reconocen sus ligandos a través de un motivo compartido en la
secuencia que presenta de una a cuatro repeticiones ricas en cisteinas que se
encuentran en cantidad variable en sus dominios extracelulares. En contraste, las
secuencias de aminoacidos de los dominios intracelulares no presentan tanta
similitud. La homologia de sus dominios extracelulares dio, inicialmente, origen a la

falsa impresion de que los receptores poseen funciones y mecanismos de accion
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relacionados. Experimentos de unién realizados in vitro empleando los dominios
extracelulares han mostrado una inesperada promiscuidad. Por ejemplo, el ligando
TRAIL puede unirse a 5 receptores: DR4, DR5, DCR1, DCR2 y OPG; o el ligando
LIGHT a tres receptores diferentes HDVEM, LTBR y a DR3 (Aggarwal, 2003). Aun
se desconoce si este comportamiento tiene un significado fisiologico. En todos los
casos los receptores funcionan como trimeros, complementando asi la simetria de
los ligandos. Los receptores pueden formar homo o heterotrimeros, por ejemplo, el
receptor de TNFa tipo | (TNFRI) puede formar heterotrimeros con el receptor de
linfotoxina alfa (LTaR). Adicionalmente, un dominio que se conserva en las
regiones extracelulares del TNFR1 y del TNFR2 media el ensamble especifico de
trimeros de receptores independientemente de la union del ligando (Chan et al.,
2000). Este dominio de preensamble (PLAD por pre-ligand-binding assembly
domain) es distinto del dominio que contacta con el ligando pero se requiere para el
preensamble de los complejos de los TNFR que unen TNFo y median la
sefalizacion.

Dominios transmembranal e intracelular: La regiéon transmembranal no

presenta patrones de aminoacidos conservados, y tampoco se han identificado
motivos en la regidn yuxtamembranal externa que indiquen el sitio de
procesamiento.
El dominio intracelular es menos homogéneo que el dominio extracelular, sin
embargo, parece haber una similitud en la estructura tridimensional que no se
refleja en la secuencia primaria. Los dominios intracelulares aparentemente
diferentes por su secuencia de aminoacidos son capaces de unir las mismas
moléculas de sefAalizacion. Ademas, parece haber entrecruzamientos entre los
diferentes receptores a través de la interaccién con moléculas de andamiaje que se
unen a ellos.

Algunos de los receptores de esta familia, como el TNFR1 y Fas, contienen
cerca de su extremo carboxilo terminal un dominio de interaccion proteica
conservado de aproximadamente 90 aminoacidos que se denomina dominio de
muerte (DD, por death domain). Su nombre se deriva del hecho de que su
eliminacién causa la pérdida de la respuesta citotoxica (Itoh and Nagata,
1993;Tartaglia et al., 1993). Este dominio permite el reclutamiento y activacién de

los zimogenos de las caspasas activadoras (caspasa 8 y caspasa 10). La unién del
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ligando promueve la formacién de un complejo multiprotéico que en caso del TNFa
se denomina DISC (descrito con mas detalle en la seccidn 5.4). La trimerizacion del
dominio intracelular es suficiente para disparar la transduccion de sefales de
muerte celular y también otras respuestas, como la activacion del factor de
transcripcion NF-kB. Por analisis de la secuencia de los DD, no es posible asignar a
alguna subregion una actividad enzimatica que tuviera efecto directo sobre la
muerte. Mas aun, otras proteinas, algunas de ellas no relacionadas a la induccién
de la muerte celular, contienen un dominio similar. Los DD ejercen sus efectos por
la interaccion con los DD de otras proteinas, ya sea homo o heterotriméricamente
(Wajant et al., 2003).

Tabla 2. Familia de ligandos del TNFa y sus receptores

Ligandos [ Receptores

RANKL RANK, OPG
TNFo TNFR-I, TNFR-II
LTa TNFR-I, TNFR-Il, HVEM
LTa1B2 LTB-R
CD95L CD95 (Fas, Apo-1), DCR3
(TARpﬁg_L) DR4, DR5, DcR1, DcR2
BAFF BAFF-R, BCMA, TACI
GITRL GITR
APRIL BCMA, TACI
CD40L CD40
CD27L CD27
? DR6

SOBa

mSOB

EDA-A1 EDAR
EDA-A2 XEDAR
TWEAK FN14

LTB-R

LIGHT DR3
HDVEM

CD30L CD30

4-1BBL 4-1BB

OX40L OX40

? TRDY
RELT

VEGI DR3, DCR3

? CAR-1

TL1

(Aggarwal, 2003;Bertazza and Mocellin, 2008;Bodmer et al., 2002)
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5.3 Receptores para el TNFa

El TNFa ejerce sus funciones por la interaccion con el receptor con dominio de
muerte TNFR1 y el receptor sin dominio de muerte TNFR2. Ambos receptores se
expresan en todos los tipos celulares conocidos, excepto en los eritrocitos y en los
linfocitos T sin estimular (Idriss and Naismith, 2000), pero no todas las células
manifiestan la misma respuesta al estimulo. El nUmero de receptores por célula esta
en un rango entre 200 y 10 000 pero aparentemente no hay una correlacion entre el
numero de receptores presentes sobre una célula y la magnitud o direccién de la
respuesta que induce el TNFa.

El TNFR1 humano consiste de 434 aminoacidos mientras que el TNFR2
comprende 439 residuos. Estos receptores muestran una similitud limitada en la
region extracelular y no se parecen en las regiones intracelulares (Dembic et al.,
1990), lo que sugiere que activan distintas vias de sefalizacion. Ambas moléculas
contienen varios puentes disulfuro esenciales para su actividad.

Tanto el TNFR1 como el TNFR2 tienen N-glicosilaciones, pero solo el TNFR2
tiene O-glicosilaciones. Ninguno tiene una actividad intrinseca de cinasa; y se ha
encontrado que el TNFR1 murino se fosforila en la treonina 236 y la serina 270 por
una proteina cinasa activada por mitégeno (MAPK), mientras que el TNFR1 humano
se fosforila en la tirosina 331. La secuencia primaria del TNFR1 sugiere la presencia
de sitios consenso de fosforilacién potencial para la PKC o la CK Il (Van Linden et
al., 2000).

Se ha sugerido que el TNFR1 es el receptor para el ligando soluble y el
TNFR2 media la sefalizacién del ligando unido a membrana (Grell et al., 1995).
Mientras algunos reportes indican que el TNFR1 media la apoptosis y el TNFR2
media la proliferacion, otros sugieren que los dos receptores transducen sus
sefales cooperativamente. La delecion de cualquiera de los dos receptores bloquea
la mayoria de las sefales que son transducidas por el TNFa (Mukhopadhyay et al.,
2001).

En linea con la multiplicidad de funciones que media el TNFa, los dominios
intracelulares de sus receptores, especialmente el DD del TNFR1, tienen la
capacidad de unir varias moléculas que participan en la transduccion de las

diferentes sefiales. Después de su auto asociacién, los DD del trimero reclutan y
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unen otras proteinas que contienen DD, las que sirven como adaptadores en las
cascadas de senalizacién (Hsu et al., 1996b).

El complejo del ligando y el receptor se internaliza rapidamente via vesiculas
cubiertas con clatrina y finalmente se degrada en los lisosomas secundarios. Este
proceso parece estar mediado por la proteina cinasa C. Por lo tanto, los TNFRs no
se reciclan a la superficie celular y se requiere de sintesis de novo para mantener la
densidad de los receptores sobre la membrana plasmatica.

En la mayoria de las células, la inactivacién del TNFR1 parece ocurrir
principalmente por internalizacion, mientras que el TNFR2 es removido de la
superficie celular por “rasuramiento”. Las formas solubles de los receptores quiza
actuan como inhibidores de las respuestas celulares que media el TNFa uniéndose

y neutralizando a la citocina circulante (Bemelmans et al., 1996).

5.4 Transduccion de la sefial inducida por TNFa

En 1975 el Dr. Lloyd Old, del Sloan-Kettering Memorial Cancer Center en Nueva
York, reportd una actividad citotoxica producida por macréfagos que llamoé TNF;
esta actividad fue descrita por su habilidad para matar las células de fibrosarcoma
murino L929 (Carswell et al., 1975).

El TNFa puede inducir la muerte tanto necrética como apoptoticamente. La
necrosis se caracteriza por el aumento del volumen celular, la destruccion de los
organelos y la lisis celular. La apoptosis se lleva a cabo por un proceso bioquimico
controlado que puede tener distintas caracteristicas morfolégicas entre las que se
encuentran la contraccion celular, la formacién de cuerpos apoptéticos y
frecuentemente la fragmentacion internucleosomal del DNA.

Varios reportes indican que el TNFa media la mayoria de sus efectos por
alteracion del estado redox de la célula. Tanto los efectos de muerte como de
sobrevivencia del TNFa se median a través de la generacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS) (Bubici et al., 2006;Ventura et al., 2004).
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5.4.1 Sefiales de muerte inducidas por TNFa

Estudios recientes indican que después de la union del TNFa, el trimero de TNFR1
preensamblado se trasloca a microdominios de membrana ricos en colesterol y
esfingolipidos, que se conocen como amontonamientos lipidicos, en los cuales se
asocia con las proteinas adaptadoras (Legler et al., 2003).

La unién del ligando trimérico al receptor también trimérico, desenmascara
los DD del TNFR1 que se encuentran bloqueados por la proteina silenciadora de
dominios de muerte (SODD). Cuando SODD se disocia del trimero de TNFR1 se
pueden reclutar distintas proteinas con el DD. La primera proteina reclutada al
TNFR1 es la proteina con DD asociada al TNFR1 (TRADD por TNFR1-associated
death domain protein), que sirve como plataforma para reclutar al menos tres
mediadores adicionales: la proteina 1 de interaccién con el receptor (RIP1, por
receptor-interacting protein), el factor 2 asociado al receptor de TNF (TRAF2, por
TNF-receptor-associated factor 2) (Figura 2) y la proteina asociada al dominio de
muerte de Fas (FADD, por Fas-associated death domain protein) (Hsu et al.,
1996b;Hsu et al., 1996a).

Aunque la procaspasa 8 y la proteina FADD son requisitos para la apoptosis
mediada por TNFa, no se reclutan al complejo de sefalizacion que se une a la
membrana y deben activarse en algun sitio en el interior de la célula (Harper et al.,
2003).

Esta cascada de sefalizacion no explica el papel de la ceramida, los ROS,
las fosfolipasas, las proteasas de serina, las fosfatasas de tirosina y las cinasas que
también se implican en la sefializacién del TNFa. La importancia del estrés oxidativo
para la muerte que causa el TNFa queda clara a la luz de los experimentos con
inhibidores de la cadena de transporte mitocondrial de electrones y con agentes
que aumentan los niveles extracelulares de glutation reducido (GSH). Los
resultados indican que en ambos casos las células se protegen de la muerte
inducida por TNFa (Satomi et al., 1988;Torti et al., 1988).
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cyhopiasm
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— MK activation

EIAP

Figura 2. Vias de transduccion de la sefial del TNFa.

La union de TNFa al receptor R1, resulta en la liberacion de SODD y formacién de un complejo que
contiene a las proteinas adaptadoras TRADD, TRAF2, RIP, and FADD. Estos adaptadores reclutan a
enzimas especificas de la via (como caspasa 8 e IKKp) resultando en la activacion de una cascada

que conduce a muerte (tomada de Chen, G. y Goeddel, D. V., 2002).

5.4.2 Sefiales de sobrevivenciainducidas por TNFa

Las células de los organismos multicelulares, son forzadas frecuentemente a
escoger entre vivir o morir. Existen varios ejemplos que ilustran claramente esta
necesidad: las células T inmaduras que reconocen proteinas propias, son obligadas
a morir a través de un proceso en el que la célula participa activamente en su propia
muerte (“suicidio”). En contraste, las células del sistema inmune que poseen la
capacidad de lidiar contra agentes patégenos durante una infeccion, son
estimuladas para sobrevivir y proliferar hasta el momento en el cual la infeccion ha
cedido, entonces resultan innecesarias y son inducidas a morir. En TNFa es capaz,
como ya se mencion6 antes, de activar tanto sefiales de muerte celular como
sefales de sobrevivencia. A continuacion se revisaran algunos de los elementos

que se han relacionado fuertemente con vias de sobrevivencia.
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5.4.3 NF-«xB

El Factor Nuclear-kB (NF-kB) es un factor transcripcional ubicuo que juega un papel
crucial en la expresién de varios genes blanco que regulan apoptosis, oncogenesis
y progresion de cancer, entre otras funciones de importancia (Ghosh et al., 1998).
Numerosos reportes han demostrado que algunos tipos de células tumorales se
vuelven resistentes a farmacos proapoptéticos a través de la activacion constitutiva
de NF-«xB (Kim et al., 2006). Adicionalmente, NF-xB participa en el control de la
proliferacion, la angiogénesis y la metastasis (Braun et al., 2006;Coquelle et al.,
2006). Sin embargo, la activacién de NF-xB es altamente compleja, ya que el punto
de control sobre el que tendra efecto y la decisidén de la célula de vivir y proliferar o
morir, dependera de la sefal inductora, su duracion e intensidad y el tipo celular.

La actividad de unidon al DNA del NF-kB se induce rapidamente en todos los
tipos celulares en respuesta a las citocinas proinflamatorias y por los productos
colaterales de las infecciones microbianas y virales.

Los factores de transcripcion diméricos que pertenecen a la familia Rel y que
se regulan por su transporte desde el citoplasma al nucleo en respuesta al estimulo
celular, se denominan colectivamente como factores NF-xB.

Los mamiferos expresan cinco proteinas de la familia NFxB/Rel que
pertenecen a dos clases (Figura 3). El primer tipo incluye RelA, c-Rel y RelB,
proteinas que son sintetizadas como productos maduros y no requieren
procesamiento proteolitico. EI segundo grupo se codifica por los genes Nfkbl y
Nfkb2, cuyos productos son sintetizados primero como precursores grandes, p105 y
p100 respectivamente, y requieren procesamiento proteolitico para producir las
proteinas maduras p50 y p52.

El NF-xB se regula primariamente por la fosforilacion de sus proteinas
inhibidoras, las IkBs, que lo retienen en el citoplasma de las células sin estimular.
En respuesta al TNFa, las IkBs son fosforiladas por el complejo de cinasas de I«kB
(IKK), principalmente por la subunidad catalitica IKKpB (Li et al., 1999) que requiere
de la subunidad reguladora IKKy (también conocida como NEMO). Esta fosforilacion
resulta en la posterior ubiquitinacion y degradacion de los 1kB y en la translocacion

al nucleo del NF-«B liberado. Una vez en el nucleo, la actividad transcripcional del
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NF-kB puede ser modulada a través de la fosforilacién debida a varias cinasas que
responden al TNFa (Jijon et al.,, 2004), como el subgrupo p38 de las cinasas

activadas por mitogeno (MAPKS).
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Figura 3. Proteinas NF-xB e IkB.

Todas las proteinas NF-kxB presentan un dominio homaélogo llamado REL (RHD), el cual regula la
dimerizacion y la union al DNA. En este dominio también se localiza la sefal de localizacion nuclear
(NLS), la cual es reconocida por las proteinas IkB. Todas las proteinas IkB contienen 6-7
repeticiones de ankirina, las cuales regulan su union con el RHD. IkBa, kBB e IkBe contienen un
domino regulatorio en el extremo amino en el cual se encuentran dos serinas conservadas (SS). La
fosforilacion en estos sitios marca a los IkB para su degradacion dependiente de ubiquitinizacion. Los
extremos carboxilos de p105 y p100 son similares en secuencia, estructura y funcion a los IkBs,
estas porciones previenen la entrada de estas proteinas al nucleo y son eliminadas por degradacion
dependiente de ubiquitinizacion. GRR: regién rica en glicina; LZ: cierre de leucina. La flecha senala
los residuos del extremo carboxilo de p50 y p52 (después del procesamiento de p105 y p100

respectivamente) (Karin et al., 2002).

Las proteinas NF-«xB/Rel comparten la region de homologia Rel (RHD), que
estd compuesta por dos dominios similares a inmunoglobulina unidos por una
region flexible, que media dimerizacion, union a DNA, localizacién nuclear e
interacciéon con miembros de la familia de las proteinas IkB (las proteinas

inhibidoras de las NF-kB/Rel). La familia de IkxB incluye a IkBa, 1kBp, 1kBy, IxBe,
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Bcl-3 y los precursores del NF-kB1 y NF-xB2, p105 y p100 respectivamente y se
caracteriza por seis o siete repeticiones de ankirina que median la unién al RHD y
enmascaran la sefial de localizacién nuclear (NLS) del NF-xB (Karin and Lin, 2002).
Las proteinas IxBa, kB e IkBe también contienen un dominio regulador en el
extremo amino que permite la degradacion de estas proteinas dependiente de
estimulo (Figura 3).

La investigacion durante los ultimos veinte afos, ha revelado la existencia de
al menos tres vias de activacién de NF-xB (Hayden and Ghosh, 2004;Viatour et al.,

2005;Yamamoto and Gaynor, 2004) y que se describen a continuacion:

Via canédnica. El dimero prototipo de NF-«B formado por Rel A/p50 es
activado después de la liberacion de su inhibidor IxkBa a través de la accién del
complejo cinasa de IkB (IKK). EI complejo IKK o signalosoma consiste de dos
subunidades cataliticas, IKKa e IKKB, y una subunidad reguladora, IKKy o NEMO.
Ademas el complejo contiene una chaperona especifica de cinasas que consiste de
Cdc37 y Hsp90, que juegan un papel en transportar el complejo del citoplasma a la
membrana. La activacion del complejo resulta en la fosforilacion, ubiquitinacion y
degradacion de IkBa, exponiendo las NLS de NF-kB y permitiendo su acumulacion
en el nucleo (Figura 4). La evidencia indica que la regulacion del IKK depende de

su fosforilacion (Delhase et al., 1999).

Via alternativa. Esta via se describi6 mas recientemente, y depende de la
activacion de un complejo alternativo de IKK formado exclusivamente por
homodimeros |IKKa (Figura 4). Es decir, en este caso, IKKa funciona
completamente independiente de IKKB y NEMO. Esta via se activa
predominantemente en células B por un subgrupo de los miembros de la familia de
ligandos del TNF tales como BAFF, CD40 y LTB. Después de la activacion del
receptor, las proteinas adaptadoras de la familia de TRAF, permiten el reclutamiento
de NIK (cinasa inductora de NF-«xB). Esta cinasa fosforila a IKKa, que a su vez
fosforila a p100 y lo marca para ubiquitinacién y protedlisis limitada de los dominios
de ankirina en el extremo carboxilo terminal. Esto permite la liberacion de la
subunidad p52 que forma el heterodimero con Rel que promovera la transcripcién

de un subgrupo especifico de genes.
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Figura 4. Las vias candnicay alternativa de NF-xB.

Izquierda: la via clasica activada por TNFa, IL1 o productos de bacterias o de origen viral, requiere la
presencia de IKKB y NEMO y conduce a la fosforilacién de I1kBa, liberando al heterodimero p65/p50.
Derecha: la via alternativa es disparada por miembros de la familia de TNF, como LTB o BAFF, e

involucra a IKKa y NIK. La fosforilacién y procesamiento de p100, genera un heterodimero funcional
Rel/p52 (Janssens and Tschopp, 2006).

Vias atipicas. Se agrupan aqui colectivamente, a las vias que no caen en las
categorias ya descritas. Existe controversia acerca de la clasificacion en este grupo,
pero originalmente, se incluyeron a todas las cascadas activadas por estimulos
atipicos, como dafio a ADN o estrés oxidativo, ya que todas inducen NF-xB lenta o
débilmente, mientras que la luz ultravioleta activa NF-xB de manera independiente
de IKK y los radicales de oxigeno probablemente requieren la fosforilacion en

citocina de IkBa..
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NF-xB y TNFa. Una vez que se ha activado NF-«B por la via clasica, y ya en
el nucleo, los dimeros del NF-xB se regulan principalmente a través de la
fosforilacion de las proteinas Rel, lo que se requiere para la induccién completa de
los genes blanco del NF-kB. Varias vias de sefializacion participan en este proceso,
e inducen la activacion de la cascada de la cinasa de 3 fosfatidil inositol (PI3K)—
Akt (Madrid et al., 2000).

El IkBa juega un papel importante en la terminacion de la activacion del NF-
kB, ya que la proteina IkBa recién sintetizada entra al nucleo y se une al NF-xB, lo
que potencia su disociacion del DNA y causa su reexportacion al citoplasma, para
lo cual se requiere de una secuencia de exportacion nuclear (NES) presente en
IxBa.

La activacion de NF-xB por el TNFa causa la induccion de genes que
participan en la supresion de la muerte. Esta activacion se media a través del
reclutamiento del TRAF2 aunque se desconoce como ocurre; por estudios en
células que presentan una delecion del gen del TRAF2 se sabe que esta mediacion
es dispensable y la molécula puede ser sustituida por TRAFS (Tada et al., 2001).

Ademas del reclutamiento de TRAF2 mediado por TRADD, la ocupacion del
TNFR2 por el ligando resulta en el reclutamiento directo del TRAF2, que a su vez
recluta al TRAF1. EI TRAF2, como todos los TRAFs excepto TRAF1, comprende
un dominio TRAF altamente conservado en el extremo carboxilo y un dominio amino
terminal mas variable que contiene un anillo de dedo y varios dedos de zinc. La
sobreexpresion del TRAF2 es suficiente para activar las vias de sefalizacién que
llevan a la activacion del NF-«xB en ausencia de estimulo extracelular. La activacion
del IKK requiere de los motivos anillo y dedo de zinc, y depende del agrupamiento
del dominio de sefializacibn amino terminal que estabiliza las interacciones del
TRAF2 con proteinas de sefalizacion que se encuentran mas adelante en la
cascada de sefalizacion. El andlisis estructural de TRAF2 revel6 una
autoasociacion trimeérica a través del dominio conservado en el extremo carboxilo.
Se postula que el TRAF2 actua como un adaptador que recluta al IKK al complejo
de sefializacion del TNFR1 (Devin et al., 2001;Jackson-Bernitsas et al., 2007).

Por experimentos de delecién del gen, se sabe que RIP1 es esencial para la
activacién del NF-kB por el TNFR1. De sus tres dominios, solo el DD y la region

intermedia parecen contribuir a la activacién del factor de transcripcion (Kelliher et
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al., 1998). Sorpresivamente, la actividad de cinasa de RIP1 no se requiere para la
activacion de esta via, pero es posible que otras proteinas RIP suplan la actividad
de cinasa en la ausencia de RIP1. Al parecer RIP activa al complejo IKK asociado al
complejo de sefalizacion anclado en la membrana.

Entre los genes activados por el NF-kB se incluyen los inhibidores de
apoptosis (c-IAPs), caspasa 8, c-FLIP (proteina inhibidora de FLICE), A1, TRAF1y
TRAF2. Por ejemplo, c-FLIP contiene dos dominios efectores de muerte (DED por
death effector domain) y un dominio similar al de caspasa cataliticamente inactiva
(Kreuz et al., 2001); puede interactuar con FADD y con procaspasa 8 a través de
interacciones homotipicas que median los DED, de modo la inhibicion de la
apoptosis podria ocurrir al interferir con la activacion de la procaspasa 8. El NF-xB
puede inducir la expresion de un inhibidor de la JNK, lo que aumenta la posibilidad
de que este inhibidor contribuya a la funcién antiapoptética del NF-xB (Sethi et al.,
2008). ElI TRAF2 recluta las proteinas celulares inhibidoras de apoptosis 1y 2 (c-
IAP1 y c-IAP2), dos proteinas antiapoptéticas que también tienen actividad de

ubiquitina proteina ligasa y que se describen en la seccion 5.4.5.

5.4.4 Fosfatidil Inositol 3 Cinasa (PI3K)/Akt
PI3K

Las fosfatidilinositol-3-cinasas, son una clase de enzimas que fosforilan al
fosfatidilinositol y sus derivados. El fosfatidilinositol juega un papel importante en la
transduccion de sefales de diversas vias y es precursor de diversos mensajeros
secundarios. Datos recientes, han demostrado que los estimulos extracelulares que
inducen a las cinasas de la familia de PI3K y a los fosfolipidos producto de su
actividad, y que son dependientes de la activacion de un receptor membranal,
conducen a cambios en las propiedades promotoras de la sobrevivencia celular,
cambios de adhesion en citoesqueleto y motilidad, y a efectos mitogénicos (Figura
5).
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Figura 5. Respuestas involucradas en la activacion de PI3K.

La activacion comienza via un receptor con actividad de cinasa de tirosina, se muestra una PI3K
clase IA. p85: subunidad reguladora, p110: subunidad catalitica, GEF: factor intercambiador de
nucledtidos de guanina, PDK1: cinasa 1 dependiente de 3’-fosfoinositido, PKB/AKT: proteina cinasa
B/proteina cinasa Akt, PKC: proteina cinasa C, PLCy: fosfolipasa C gamma, SHIP: Src homology 2-
containing inositol-5-phosphate, Tec cinasa: cinasa de tirosina Tec/BTK, vav-1: proteina adaptadora
con multiples dominios de interaccion proteica, Bad: proteina proapoptética, IkB cinasa: cinasa del
inhibidor de NF-xB, Rac, Rho y Cdc42: proteinas G pequefias, p70S6K: cinasa de la subunidad S6

del ribosoma. (Golden and Insogna, 2004).
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Se ha reportado que la activaciéon de la PI3K, puede ocurrir a través de varios
receptores: a) Receptores con actividad intrinseca de cinasa de tirosina (insulin-like
growth factor | receptor), b) Receptores acoplados a cinasa de tirosina de la familia
de src (integrinas), c) Receptores de siete dominios transmembranales acoplados a
proteinas G (receptor del acido lisofosfatidico LPa1/VZG-1) y d) Receptores de la
familia de TNFa (Clark and Brugge, 1995;Segal and Greenberg, 1996;Weiner and
Chun, 1999).

Una vez localizadas en la membrana citoplasmica, las PI3Ks catalizan la
transferencia de un grupo fosfato del ATP a la posicion D-3 del anillo de inositol de
los fosfoinositidos localizados en |la membrana, produciendo ademas,
fosfoinositidos fosforilados en posicion 3°. Estos productos funcionan como
intermediarios reguladores en la senalizacion. Existen varias isoformas que difieren
en su estructura modular, las caracteristicas de las PI3Ks identificadas en

mamiferos se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3. Clases de PI3K y caracteristicas de las subunidades cataliticas y

adaptadoras
Caracteristicas estructurales de la subunidad Subunidades . Sustratos lipidicos
Clase catalitica Regulacion
Catalitica |Adaptadora in vitro in vivo
| Tirosin cinasas & [Ptdins
A —.—@—.([[[ml]])- p110 P850 Ras Pdins@P  [Ptdins(4,5)P:
o, B, S p85p PtdIns(4,5)P2
P85y
Proteinas G
B /3; -.(II[II[I]). p110y heterotriméricas &
p101 Ras
I PI3K-C2 Tirosin cinasas  |PtdIns
o, B, & Proteinas G Ptdins(4)P
(= 2 |heterotriméricas  [Prdins(4.5)P; ?
1] Andlogos | p150 Constitutiva Ptdins Ptdins
—-{]]]]]]]])- de Vps34p ?

@ Union al adaptador @ Unién a Ras DominioC2 ] Pominio de PIsk ([[[[[[I]) Dominio central de cinasa
(Vanhaesebroeck and Waterfield, 1999).

Las PI3Ks se han categorizado en tres clases con base en su estructura,

especificidad por sustrato y forma de regulacién. A continuacién se describen las

caracteristicas globales de cada clase.
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Clase |I. Estructura. Son proteinas heterodiméricas que contienen una
subunidad catalitica p110-120 kDa, y un adaptador o subunidad reguladora, siendo
la mas comun la p85. La subunidad adaptadora no tiene actividad enzimatica. Las
clases IA y IB se distinguen por el tipo de subunidad adaptadora (Tabla 3).

Especificidad por sustrato. Estudios in vitro sugieren que no son muy selectivas con

respecto a su sustrato, sin embargo se considera que in vivo el fosfatidil inositol
bifosfato (PtdIns(4,5)P,) es el sustrato fisiologico de esta clase, por lo cual el
producto predominante es el fosfatidil inositol trifosfato (PtdIns(4,5,6)P3). Ademas de
su actividad de cinasa de fosfoinositidos, los miembros de esta clase tienen
actividad intrinseca de proteina cinasa sobre residuos de serina. Esta actividad de
cinasa esta restringida a las subunidades cataliticas o reguladoras, el resultado de
esta fosforilacibn es una regulacion negativa de la actividad de cinasa sobre
fosfoinositidos. Los miembros de esta clase son los que predominantemente se han
relacionado con sobrevivencia, diferenciacion, remodelaciéon de actina y motilidad
en diversos tipos celulares. Regulacion. La regulacién se lleva a cabo por dos vias
que conducen a la conformacion del dimero formado por las subunidades catalitica
(p110) y reguladora (p85). En el primer mecanismo, las fosfatasas que desfosforilan
a los fosfoinositidos producidos por la actividad de esta enzima, atenuan la
sefalizacion mediada por PI3K. En el caso de la clase IA, la subunidad catalitica
p110 interacciona constitutivamente con la subunidad reguladora p85 que se
fosforila en serina 608 resultando en una disminucion de su actividad. En el caso de
la clase IB, se sabe que son activadas directamente por la subunidades Py de
proteinas G, que se asocian a la subunidad reguladora p101. El papel de p101 en la
activacién de p110y permanece todavia bajo estudio. Existen varios inhibidores de
la actividad de estas enzimas que se han empleado como herramientas en la
caracterizacion de las vias en las que intervienen: i) las proteinas de la clase |, se
inhiben irreversiblemente por el metabolito fungico wortmanina, el cual se une
covalentemente a la lisina 802 de la subunidad catalitica (p110), un residuo que se
ha visto es esencial para su actividad, ii) el LY294002 es un inhibidor reversible de
la enzima.

La actividad de estas enzimas se atenua también por desfosforilacion de sus
productos por las fosfatasas PTEN (Phosphatase and tensin homolog delete from

chromosome 10), y SHIP (Src homology 2-containing inositol-5-phosphate). PTEN
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tiene actividad de fosfatasa de lipidos y de proteinas, por lo que limita la actividad

de PI3K, mientras que SHIP funciona como regulador negativo.

Clase Il. Estructura. Son proteinas grandes (170-210 kDa) que contienen un
dominio de fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K) y un dominio catalitico que se distingue
por la presencia de un dominio C2 en el extremo carboxilo terminal (Tabla 3). Hasta
ahora se desconoce la existencia de subunidades reguladoras asociadas a esta

clase. Especificidad por sustrato. Su especificidad es mas limitada que la de la clase

I, fosforilando Ptdins y Ptdins(4)P, pero no Ptdins(4,5)P,. Reqgulacion. Los
mecanismos exactos de regulacion de esta familia no se conocen del todo, sin

embargo, se sabe que también se inhibe por farmacos como la wortmanina.

Clase lll. Estructura. Agrupa a proteinas que contienen una subunidad
catalitica que comparte homologia con PI3K de levadura (Vps34p). Los miembros
de esta clase existen in vivo como dimeros constituidos por subunidades catalitica y
adaptadora. EI homdlogo de humanos (PtdIns3K) se asocia con p150. Especificidad
por sustrato. Su especificidad se restringe solo a Ptdins produciendo Ptdins(3)P por
lo que se conocen como Fosfatidil inositol 3 cinasas (Ptdins3Ks). Estas enzimas se
asocian a la proteina transferidora de fosfatidil inositol, lo cual estimula su actividad
de cinasa de fosfoinositidos. Requlacién. Se asocian con p150, un homodlogo de
Vps15p que funciona como molécula adaptadora, las proteinas de esta clase
aparentemente son constitutivamente activas, y juegan un papel importante en el

trafico de proteinas a través de membranas y en el trafico vesicular.

Akt

Esta enzima, conocida también como proteina cinasa B (PKB), es una cinasa de
serina/treonina que es sustrato de la PI3K (Figura 5) y que se ha asociado a la
supresion de muerte y a la proliferacion inducidas por diversos estimulos (Datta et
al., 1997;Datta et al., 1999;Madrid et al., 2000). Esta proteina es un homdlogo
celular del oncogen transformante v-akt identificado en el retrovirus AKTS8
(Bellacosa et al., 1991), y pertenece a la superfamilia de proteinas cinasas A/G/C
(AGC), dependientes de AMPc que comparten homologia estructural dentro de sus
dominios cataliticos y tienen mecanismos similares de activacion. En mamiferos se

han identificado tres genes de Akt/PKB, denominados: Akt1, también llamado
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PKBo/RAC-PKa, Akt2 también llamado PKBB/RAC-PKB y Akt3 también llamado
RAC-PKy.

Las tres isoformas de Akt contienen dominios conservados en su estructura:
un dominio amino terminal con homologia a la plekstrina (PH) que media las
interacciones proteina/ proteina o lipidos/ proteina, un dominio central de cinasa de

serina/treonina y un dominio regulador carboxilo terminal (Figura 6).

Thr308 Ser 473

Dominio de cinasa arboxilo te

Figura 6. Estructura general de las proteinas cinasas Akt/PKB.
PH, dominio de plekstrina. Se muestran los residuos de aminoacidos importantes para la activacion y

regulacion, modificado de (Song et al., 2005).

El dominio PH de aproximadamente 100 aminoacidos fue encontrado
originalmente en plekstrina, el principal sustrato de fosforilacion en plaquetas. Este
dominio interactua con productos de la degradacién de lipidos de membrana
generados por la PI3K tales como PtdIns(3, 4, 5)-trifosfato o con Ptdins(4, 5)-
bifosfato. EI domino catalitico de Akt/PKB, localizado en la regidn central de la
molécula contiene un residuo de treonina (T308 en el caso de Akt1) cuya
fosforilacidn puede activar parcialmente a Akt (Alessi et al., 1996). Después del
dominio de cinasa, se encuentra el extremo carboxilo de aproximadamente 40
aminoacidos, que contiene un dominio hidrofébico caracteristico de las cinasas de
la familia AGC. La fosforilacion del residuo de serina 473 aunada a la fosforilacion
en el residuo de treonina del dominio de cinasa produce la activacion total de la
enzima.

Akt se encuentra en diversos tejidos y se localiza en el citoplasma de células
no estimuladas. La activacion de PI-3K induce la traslocacion de Akt a la membrana
plasmatica, en donde es fosforilada en dos sitios, uno correspondiente al loop de
activaciéon (treonina 308) y el otro en el extremo carboxilo (serina 473).
Aparentemente, la fosforilacion de la serina 473 por la PDK1 (cinasa dependiente
de PI3K) (Chan et al., 1999) precede y favorece la fosforilacién de la treonina 308

por la PDK2. Akt fosforilado puede traslocar de la membrana citoplasmica al nucleo
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(Andjelkovic et al., 1997;Vanhaesebroeck and Alessi, 2000), en donde finalmente
regresa a su estado inactivo a través de su desfosforilacion. Se han identificado
varias proteinas que interactuan con Akt y que podrian regular su actividad. La
asociacion de Akt con diferentes proteinas se traduce en respuestas de diverso

significado bioldgico, algunas de las cuales se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Ejemplos de proteinas que interactian con Akt y sus efectos

bioldgicos
PROTEINA INTERACCION EFECTO BIOLOGICO
CTMP (proteina | Extremo C- | Bloquea fosforilacién y activacion
moduladora terminal de Akt de Akt
carboxilo-terminal)
Erk1/2 Akt se une al | Regula apoptosis
complejo de Erk
1/2 Rsk y PDK1
Trb3 (Tribbles) Region central de | Bloquea activacion de Akt en
cinasa de Akt hepatocitos
K10 (Queratina 10) | Se une a Akt y lo | Inhibe proliferacion celular
secuestra
uniéndolo al
citoesqueleto
Hsp27 (proteina de ? Inhibicibn  de  apoptosis  en
choque térmico) neutroéfilos
Ft1 Incrementa la | Modifica la susceptibilidad a
fosforilacion  de | apoptosis en linfocitos tratados con
Akt, promueve | glucocorticoides
interaccion  con
PDK1

Las proteinas Akt establecen interacciones con otras proteinas induciendo diversos efectos

biolégicos (Song et al., 2005).

Se ha sugerido que las respuestas de sobrevivencia y proliferacion mediados
por Akt, podrian deberse basicamente a tres mecanismos: |I) Regulacién directa, I1)

Control Transcripcional y Ill) Regulacion del metabolismo.

I) Requlacion directa. Existe evidencia que demuestra que Akt promueve la

sobrevivencia e inhibe la apoptosis a través de la interaccion directa con algunos

reguladores criticos de las vias que conducen a muerte celular.
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Bad. Es un miembro proapoptdtico de la familia Bcl-2, que se une a Bcl-2 0 a
Bcl-X. e inhibe sus efectos antiapoptéticos promoviendo la liberacion de
citocromo ¢ y en consecuencia la activacion de caspasa-9. La fosforilacion de
Bad (Ser 136) mediada por Akt, permite mantener a Bad secuestrado en el
citoplasma anulando sus efectos proapoptéticos (Datta et al., 1999).

Caspasa-9. Es la iniciadora y efectora de apoptosis (Donepudi and Grultter,
2002). Se ha reportado que la caspasa-9 humana es susceptible de ser
fosforilada (Ser196) por Akt, resultando en atenuacién de su actividad. Sin
embargo, dado que el sitio de fosforilacion no esta conservado entre especies,
es poco probable que se trate de una via fisiolégica de regulacion.

SAPK. La via de la proteina cinasa activada por estrés o SAPK, regula
respuestas celulares a estrés o citocinas. Consiste de dos grupos de cinasas:
JNK 'y MAPK p38 (Johnson and Lapadat, 2002). Akt es capaz de fosforilar a
tres cinasas que se encuentran antes de la activacién de SAPK: 1) Cinasa 1
reguladora de senales de apoptosis (ASK1) de la familia de las MKKK (Ser38),
lo cual resulta en inhibicion de apoptosis inducida por ASK1, 2) Cinasa 3 de
linaje mixto (MLK3) (Ser674), lo cual resulta en promocion de la sobrevivencia
celular, y 3) SEK1/MKKK4 (Ser78), resultando en inactivacion de SEK1 e
inhibiciéon de apoptosis inducida por luz UV (Park et al., 2002).

1)) Control transcripcional. Estudios recientes han demostrado que Akt es
capaz de regular la sobrevivencia celular a través de factores transcripcionales que
son responsables de la regulacion de la expresion de genes pro y anti-apoptéticos,

algunos de los cuales se describen a continuacion.

FoxO Forkhead. La familia de factores de transcripciéon Forkhead (FoxO o
FH) esta integrada por cuatro isoformas (FoxO1, FoxO2, FoxO3 y FoxO4) que
pueden ser fosforiladas por Akt directamente. FoxO fosforilado es retenido en
el citoplasma y por tanto se encuentra inactivo transcripcionalmente. Las
proteinas FoxO afectan negativamente la sobrevivencia celular a través de sus
genes blanco, entre los que se encuentran algunos ligandos extracelulares
como FasL, TRAIL y TRADD, y componentes intracelulares como Bim
(mediador de muerte celular de interaccion con Bcl-2), un miembro

proapoptotico de la familia Bcl-2 (Burgering and Medema, 2003).
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NF-xB. Se ha demostrado que Akt puede regular la actividad de IKK, tanto
de manera directa como indirecta. Esto conduce a la activacion y traslocacion
de NF-xB resultando en la transcripcion de genes promotores de la
sobrevivencia celular tales como Bcl-X., inhibidores de caspasas y c-myc
(Barkett and Gilmore, 1999).

CREB. La proteina de unién a elementos de respuesta a AMPc (CREB), es
un factor de transcripcién fosforilable por Akt (Ser133). La fosforilacidén resulta
en el incremento de la actividad transcripcional de CREB y aumento de la
afinidad hacia su co-activador CRB. Se ha demostrado que CREB media la
expresion inducida por Akt, de algunos genes antipoptoticos como Bcl-2 (Wang
et al., 1999).

YAP. La proteina asociada a Yes, se ha identificado recientemente como
sustrato de Akt, que es capaz de fosforilarlo (Ser127) de manera dependiente
de PI3K. YAP fosforilado actua como un supresor de apoptosis mediada por la
actividad transcripcional de p73 (Basu et al., 2003).

Mdm2. “Murine double minute” 2 es un oncogen inducido por p53, que a su
vez es regulador de muerte celular en respuesta a estrés, especialmente aquel
que involucra dafio al DNA. Se ha reportado que Akt se une a Mdm2 y la
fosforila en dos residuos (Ser166 y 186), resultando en la induccién de su
importacion al nucleo. Es posible que Akt promueva la activacién y
degradacion de p53, reduciendo asi la respuesta transcripcional proapoptética

inducida por p53.

1)) Regulacion del metabolismo. Una de las principales funciones de Akt

es la regulacién del metabolismo. Cuando en el organismo se encuentran altos

niveles de insulina, la glucégeno sintasa cinasa 3 (GSK3) se inhibe debido a

fosforilacidn por Akt, lo cual resulta en la sintesis de glucogeno a partir de glucosa

(Cross et al., 1995). La via PI3K/Akt también juega un papel central en la fusion de

las vesiculas que contienen al transportador Glut4 dependiente de insulina
(Gonzalez and McGraw, 2006). Se ha demostrado que la inhibicion de GSK3

protege contra apoptosis, pero aun no se comprenden completamente las bases

moleculares de tal efecto. Se ha propuesto que la deprivacion de factores de

crecimiento conduce a la incapacidad de las células para utilizar nutrientes del

medio, resultando en la deplecion de ATP y metabolitos derivados de glucosa
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dentro de la célula. La activacion de Akt permite a las células continuar importando
glucosa y aminoacidos, y esto se ha asociado a la inhibicion de la activacion de Bax

y subsecuente induccién de apoptosis.

5.4.5 Las proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAPSs)

La familia de las proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAPs) comprende un grupo
de proteinas que se relacionan estructuralmente y se caracterizan por la presencia
de una a tres copias del motivo repeticion de IAP de baculovirus (BIR) y muchas
tienen también un dominio de anillo de dedo en su extremo carboxilo. Ademas de su
habilidad para suprimir la muerte celular, se involucran en un numero cada vez
mayor de funciones celulares aparentemente no relacionadas con este proceso (Li
et al., 1998).

Las |APs se identificaron originalmente en los baculovirus, donde proveen un
mecanismo que potencia la propagacion viral a través de la inhibicidn de la
apoptosis en las células de insecto (Crook et al., 1993).

Las c-IAPs son las proteinas antiapoptoticas mejor estudiadas inducidas por
el NF-xB, estas proteinas se unen e inhiben las caspasas efectoras, como la
caspasa 3 y la caspasa 7 (Roy et al., 1997), y también previenen la activacion de las
procaspasas 6 y 9 (Deveraux et al., 1998). La participacion de las c-IAPs en la
actividad antiapoptética del NF-xB se sugiere por el hallazgo de que la induccién de
c-IAP2 por el TNFa se bloquea completamente en células que expresan de forma
estable una forma de IkBa resistente a la degradacion (Chu et al., 1997). Ademas,
se encuentran dos sitios kB funcionales en el promotor de clap2. La expresién de c-
IAP1 también parece ser dependiente del NF-xB y la induccion de c-IAP1 y c-IAP2
por el NF-kB, junto con los TRAF1 y TRAF2, suprimen la muerte que media el TNFa
a través de la inhibicion de la caspasa 8 (Wang et al., 1998). Otra c-IAP que regula
el NF-xB es la IAP ligada al cromosoma X (XIAP). XIAP inhibe a las caspasa 3y 7 a
través de su segunda repeticion baculoviral de IAP (BIR2) (Takahashi et al., 1998) y
el ligador del extremo amino, y previene la activacion de la procaspasa 9 a través de
una region que contiene el tercer dominio BIR (BIR3). Los analisis estructurales

mostraron que el ligador del extremo amino bloquea directamente la hendidura
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catalitica de las caspasas 3 y 7, mientras que la region BIR2 facilita la unién a las
caspasas.

Las proteinas c-IAP1 y c-IAP2 se identificaron inicialmente en un complejo
con el TNFR2. La asociacion indirecta de las IAPs con este receptor es el resultado
de una interaccion directa entre las IAPs y los TRAFs 1 y 2 que involucra los
dominios BIR y TRAF de las proteinas respectivas.

Tanto c-IAP1 como c-IAP2 son proteinas que se transportan al nucleo y cuya
localizacion subcelular se media por la via de exportacion nuclear dependiente de
CRM1. Las IAPs se regulan negativamente por las proteinas que unen IAP, como la
proteina de mamifero DIABLO/Smac (Du et al., 2000;Verhagen et al., 2000).

5.5 Los glucocortides y sus receptores

Una caracteristica importante de la respuesta inmune es el incremento en la sintesis
de citocinas que activan el eje hipotalamico-pituitario-adrenal, causando una
elevacion de los glucocorticoides sistémicos (Besedovsky et al., 1986). Los
glucocorticoides son hormonas esteroides que se sintetizan a partir del colesterol y
que pertenecen a una familia en la que también de encuentran las hormonas

sexuales y otras (Tabla 5).

Tabla 5. Hormonas esteroides y ejemplos

HORMONA EJEMPLO LUGAR DE SINTESIS
Androégenos Testosterona Testiculos
Estrogenos Estradiol Ovarios
Progestagenos Progesterona Ovarios
Glucocorticoides Cprtisol . Corteza suprarrenal

Hidrocortisona
Mineralocorticoides | Aldosterona Corteza suprarrenal

Los glucocorticoides son hormonas esteroides producidas y liberadas a la
circulacién sanguinea por células de la capa fasciculada de la glandula adrenal, que
estan bajo el control del sistema hipotalamo-pituitaria CRH-ACTH (Hormona

Liberadora de Corticotropina-Hormona Adrenocorticotrépica) y participan en la
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regulacion del sistema inmune, del sistema nervioso central y del metabolismo.
Estas hormonas también son sintetizadas localmente por el timo, en donde tienen
efecto sobre la maduracion de timocitos, y por las glandulas sexuales (ovarios y
testiculos) (Vacchio et al., 1994).

5.5.1 Respuestas fisiologicas a la activacion de los receptores de

glucocorticoides

Los principales glucocorticoides enddgenos son el cortisol y la corticosterona, que
son producidos por muchas especies de mamiferos. Los glucocorticoides afectan la
actividad de casi todas las células del cuerpo, y modulan la expresion de
aproximadamente el 10% de los genes. Son esenciales para la vida, pero también
se asocian a la patogénesis de diversas enfermedades caracterizadas por su
aumento o disminucion, entre las que se encuentran el Sindrome de Cushing
(aumento), la enfermedad de Addison (disminucién) y el sindrome adrenogenital
(disminucion). Las alteraciones en la secrecion y funcionalidad de glucocorticoides,
se han asociado también a padecimientos comunes como hipertensién, resistencia
a la insulina, obesidad, diabetes tipo Il y disfunciones reproductivas (Gold et al.,
2002;Seckl, 2004)

Dentro de sus efectos fisiolégicos, los glucocorticoides inhiben la secrecion
de citocinas y sus efectos pleiotropicos actuando como inmunosupresores y anti-
inflamatorios. Por tanto, las citocinas y los glucocorticoides actuan como dos
mecanismos antagdnicos sobre una gran variedad de tipos celulares del sistema
inmune como timocitos, células B maduras, células Th1 y Th2, macrofagos, y en
células de otros linajes como fibroblastos, neuronas y células de la pituitaria. Esto
explica por qué, los efectos de los glucocorticoides son esenciales para mantener la
homeostasis y preparar al organismo para responder a estimulos de estrés fisico y

emocional (Sapolsky et al., 2000).

5.5.2 Receptores de glucocorticoides

Los glucocorticoides manifiestan sus efectos principalmente a través de receptores
intracelulares que pertenecen a la gran familia de receptores nucleares y que
regulan la transcripcidn de sus genes blanco. Esta familia incluye a los receptores

para glucocorticoides, mineralocorticoides, estrégenos, progesterona, androgenos,
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vitamina D, acido retinoico (Robinson-Rechavi et al., 2001) y el recientemente
descrito receptor activado por peroxisoma proliferador o PPR (Wolf, 2003). Aunque
solamente se ha identificado un gen, existen varias isoformas del receptor como
resultado de splicing alternativo y del uso de multples promotores (Yudt and
Cidlowski, 2002). GRa es la principal isoforma, de la cual existen a su vez isoformas
denominadas GRa-A alaD (A, B, C1, C2, C3, D1Y D3) (Lu and Cidlowski, 2005).
Los miembros de la familia constan de tres dominios (Figura 7): 1) Un
dominio altamente conservado de transactivacion en la regién amino Terminal, 2)
Una region central de union a ADN que contiene dos dedos de zinc involucrados en
la dimerizacion del receptor y 3) Un dominio de union a ligando (LBD) en la region
carboxilo terminal (Giguere et al., 1986). El LBD también juega un importante papel
en la traslocacion nuclear, union de chaperonas, dimerizacion del receptor y
coregulacion a través del dominio de transactivacion dependiente de ligando (AF-2).
El dominio de transactivacion AF-1 es independiente de ligando. Estos receptores
son susceptibles de sufrir modificaciones post-transcripcionales como fosforilacién y

sumoilacién, las cuales reditian en la modificacién de su activacion.

1 421 486 526

NH2 Do 0 de tra a vacio LBD COOH

Transactivaciéon

AF-1 AF-2
Union a ADN

Unién aligando

Dimerizacién

Unién a cofactor

Localizaciéon nuclear

Figura 7. Estructura funcional del receptor humano de glucocorticoides (hGR).

El amino terminal (NH2) representa la funcion 1 de activacién transcripcional constitutiva (AF1),
mientras que el carboxilo terminal (COOH) contiene el dominio de unién a ligando (LBD) y una
funcién 2 de activacion dependiente de ligando (AF2). Los dominios de union a ADN (DBD)
altamente conservados se encuentran en la region central de la proteina. Ademas, los dominios
involucrados en la localizacién nuclear, dimerizacion del receptor y unién al cofactor, se encuentran
localizados principalmente en el motivo de unién a ligando en el extremo carboxilo. H, region bisagra.
(Zhou and Cidlowski, 2005)
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5.5.3 Efectos nucleares de los receptores de glucocorticoides

El modo clasico de accidn de los glucocorticoides ocurre a través de la
regulacion directa de la transcripcion. En ausencia del ligando, el receptor reside
principalmente en el citoplasma de las células, integrado en un gran complejo
multiproteico en el que también se encuentran varias proteinas como hsp90, hsp70,
inmunofilinas, FKBPs, Cyp-40, p23 y algunas otras (Pratt and Toft, 1997). Después
de la unién de la hormona, el receptor sufre cambios conformacionales que
determinan la disociacion de las chaperonas citoplasmicas y exponen la sefial de
localizacion nuclear en el receptor. Con la nueva conformacion, el ligando unido al
receptor, trasloca al nucleo, en donde los homodimeros del RG reconocen e
interactian con elementos de respuesta a glucocorticoides (GRES) localizados en
las regiones reguladoras de los genes blanco. El receptor unido a ADN, puede
entonces interactuar directa o indirectamente con componentes de la maquinaria
de transcripcion, conduciendo a un aumento o represion de la expresion geénica,
dependiendo de la secuencia GRE y del promotor (Figura 8). Ademas, la union del
RG a las secuencias GRE, resulta en un cambio conformacional que promueve el
reclutamiento de moléculas co-activadoras y co-represoras en el complejo RG-DNA,
gue modulan el grado de relajamiento o compactacion de la cromatina. La expresion
de estos moduladores de la transcripcidn es tejido y linaje celular especifico, por lo
que la activacion de RG en un tipo celular puede tener un efecto positivo sobre la
actividad transcripcional, al interactuar con un co-activador expresado localmente.
Por el contrario, en una célula que expresa un co-represor, el mismo estimulo
puede tener un efecto negativo sobre la actividad transcripcional.

Los co-represores y co-activadores median el reclutamiento de complejos de
remodelacion de la cromatina y de acetilasas y desacetilasas de histonas que en su
conjunto regulan el estado de compactacion de la cromatina. Estos cambios
determinan la accesibilidad de los TAFs (Factores de la transcripcion basal), la RNA
pol Il y de los factores de transcripcion inducibles al promotor de sus genes blanco
(McKenna et al., 1999b;McKenna et al., 1999a).
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5.5.4 Interacciones con factores de transcripcion

Ademas del efecto ya mencionado en la seccidn anterior, los RG tienen la
capacidad de acoplarse a factores transcripcionales que modulan positiva o
negativamente la actividad transcripcional. Las interacciones funcionales entre
citocinas y glucocorticoides, requieren la presencia en el nucleo del receptor de
glucocorticoides activado (RG) y factores de transcripcién que controlan la sintesis y
accion de citocinas. La interaccidn entre el receptor y el factor transcripcional
involucrado, asi como la induccion o represion de la transcripcion, dependeran
estrictamente del tipo celular en el cual ocurre. Entre los factores transcripcionales
con los cuales el RG interactua se encuentran: NF-xB, AP-1, Proteina de union a
elementos de respuesta a cAMP y el Factor Nuclear de células T activadas (Barnes
and Adcock, 2003;Reichardt et al., 1998;Wintermantel et al., 2005). Muchos de los
efectos anti-inflamatorios de los glucocorticoides, parecen ser el resultado de la
interaccion proteina-proteina entre el RG y los factores transcripcionales,
principalmente NF-xB y AP-1, mismos que son activados en respuesta a citocinas
proinflamatorias, bacterias y agentes virales. Los glucocorticoides pueden atenuar el
efecto de la maquinaria proinflamatoria, reprimiendo la actividad transcripcional de
NF-«xB o de AP-1. Se ha postulado que el RG también interactua con factores
transcripcionales en el citoplasma y el nucleo. Curiosamente, el efecto represor del
receptor en la regulacion de NF-xB, parece ser mutuo, ya que NF-kB, también
regula negativamente la transcripcion mediada por el RG (McKay and Cidlowski,
1998). Sin embargo, el mecanismo que explica este antagonismo aun se

desconoce.

5.5.5 Seiializacion citoplasmica

Aunque los efectos de los glucocorticoides son determinados principalmente por
cambios en la transcripcion (genémicos o transcripcionales), se ha demostrado que
también ocurren algunos otros que solamente se podrian explicar por efectos de los
glucocorticoides a nivel no gendmico (no transcripcional) (Wehling, 1997;Wehling
and Losel, 2006), y que involucran la activacion de una cascada de cinasas a través
de RG intracelulares. Una de las evidencias que apoyan esta teoria, es el hecho de

que las respuestas no gendmicas, no se ven afectadas por la presencia de
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inhibidores de la transcripcion y traduccion de proteinas (actinomicina D vy
cicloheximida) (Groner et al., 1983).

De acuerdo a la clasificacion de Mannheim (Falkenstein et al., 2000a), las
respuestas gendmicas se asocian a apoptosis, mientras que, las respuestas no
gendmicas se asocian a fendmenos de sobrevivencia e inhibicion de la muerte
celular. Un ejemplo de ello, es la proteccion de los tejidos observada en el infarto a
miocardio a través de la activacion de la sintasa de 6xido nitrico (eNOS) mediada
por la via de PI3K/Akt (Hafezi-Moghadam et al., 2002;Limbourg et al., 2002). Asi,
este nivel de acciéon de los RG, implica la activacion o inactivacién de varios
segundos mensajeros en respuestas que tienen lugar a tiempos cortos (segundos a
minutos), a diferencia de lo observado en los efectos gendmicos (Figura 8). Sin
embargo, es importante no perder de vista, que este concepto no excluye la
posibilidad de que ocurra una modulacién transcripcional indirecta y secundaria a la
via de sefalizacion primaria activada a tiempos cortos.

Entre los mediadores identificados que se modulan por glucocorticoides, se
encuentra la proteina Akt (Hafezi-Moghadam et al., 2002;Langdown et al.,
2001;Limbourg and Liao, 2003;Simoncini et al., 2000). Esta proteina, como ya se
menciond antes, es una cinasa de treoninas y serinas que juega un papel
importante como regulador de la progresion del ciclo celular y mediador de la
sobrevivencia celular observada asociada a la PI3K. La actividad de PI3K, es
susceptible de ser bloqueada por inhibidores como la wortmanina, el LY2940002 y
el RU486, pero no lo es por inhibidores de la transcripcion (Hafezi-Moghadam et al.,
2002;Limbourg et al., 2002). El mecanismo a través del cual el RG activa a la PI3K
no se conoce del todo, pero aparentemente requiere de la asociacion del RG con la
subunidad p85a de la PI3K (Limbourg et al., 2002). Un modelo para explicar este
mecanismo se muestra en la Figura 8.

Por otra parte, se sabe que el RG, es capaz de afectar la activacién de
algunos factores de transcripcién como NF-xB. En este caso, el efecto puede ocurrir
basicamente a dos niveles: uno induciendo la sintesis de IxB (Auphan et al., 1995),
y otro a través de un efecto represor por interaccidon proteina-proteina entre el RG y
la region unidora de DNA de las subunidades p50 y p65 de NF-xB (Widen et al.,
2003) en el citoplasma (Figura 8).
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Es importante considerar que el efecto final y la activacion o inactivacion de
las cascadas de sefalizacion involucradas en respuesta a los glucocorticoides,

dependera en gran medida del tipo celular del que se trate.
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Figura 8. Sefalizacién inducida por el receptor de hormonas esteroides.

Del lado izquierdo se muestran las respuestas no gendmicas que ocurren en tiempos cortos
(menores de 10 minutos) y que se asocian a sobrevivencia e inhibicién de la muerte celular. Del lado
derecho se muestran las respuestas gendmicas que se asocian a apoptosis y que requieren de
tiempos mayores para ocurrir (mas de 10 minutos). Se muestran también las posibles interacciones
con NF-xB. GC, glucocorticoide; RG, receptor de glucocorticoides; RG, receptor de membrana de

glucocorticoides; hsp, proteina de choque térmico.
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5.5.6 Los glucocorticoides inhiben la muerte celular inducida por TNFa

Los glucocorticoides como la dexametasona, han sido de gran valor en el
tratamiento de diversos desordenes inflamatorios tales como las enfermedades
autoinmunes, la artritis reumatoide y el asma. También han sido usados para la
induccién terapeutica de muerte celular apoptética en células linfoides malignas
(Kofler, 2000). En contraste, la dexametsona tiene un fuerte efecto antiapoptético en
células de carcinoma, previene la reduccion de los tumores sometidos al tratamiento
y la apoptosis de las células tumorales. Este fendbmeno podria explicarse por la
inhibicion de moléculas clave en la senalizacion de la muerte celular, tales como las
caspasas (Herr and Debatin, 2001;Herr et al.,, 2003). Adicionalmente, existen
evidencias que indican que los glucocorticoides también son capaces de inhibir el
efecto citotoxico inducido por el TNFa en diversos tipos celulares (Kull, Jr.,
1988;Messmer et al.,, 1999;Messmer et al., 2000;Weller et al., 1997). El efecto
antiapoptotico de la dexametasona es regulado por varios grupos de genes, de los
cuales los mejor caracterizados son los miembros de la familia de Bcl-2. Se ha
demostrado que la dexametasona suprime la expresion de Bcl-xs y Bak y aumenta
la expresion de Bcl-x. (Messmer et al., 2000;Sakamoto et al., 1995). Sin embargo,
el mecanismo a través del cual la dexametasona promueve la inhibiciéon de la

muerte inducida por TNFa no se conoce completamente.

5.6 Muerte celular y ciclo, TNFa y dexametasona

Dado que la apoptosis es una via que conduce a resultados opuestos a la mitosis,
es importante considerar su relacion con el ciclo celular. El ciclo celular esta
integrado por cuatro fases: mitosis, fase de control celular G4, sintesis de ADN vy
fase de control G,. Las células son susceptibles a la muerte celular durante el tercio
final de G4, lo cual impide que una célula dafada ingrese a la fase de sintesis. De
este modo es posible evitar que las mutaciones se reproduzcan durante la
duplicacién del DNA (Sherr, 1996). A lo largo del ciclo celular se requieren
complejos proteicos, formados por subunidades llamadas ciclinas y cinasas
dependientes de ciclinas (CDKs), sintetizadas por genes especificos. La cantidad de
ciclinas varia de acuerdo al momento del ciclo en el cual se encuentre la célula, y su

sintesis es continua debido a la inestabilidad de los complejos. Ademas, la
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progresion del ciclo celular depende en gran medida de que se logren niveles
adecuados de las ciclinas D, E, By A.

En el paso de la fase G4 a la de sintesis actua la ciclina D asociada a las
CDK 2, 4 y 6. En la segunda mitad del G 1 aumenta la presencia de ciclina E con la
CDK2. En la fase de sintesis actua la ciclina A con CDK 2 y en la fase Gy, la ciclina
B con CDK 2.

En la fase Gy es en la cual el ciclo celular puede detenerse y por lo tanto
permitir un periodo en el cual la célula es capaz de reparar errores en el DNA; los
errores no reparados conduciran a la muerte de la célula.

Ambos procesos (ciclo celular y muerte), estan involucrados de manera
simultanea durante las respuestas al TNFa (Warzocha and Salles, 1998). Las
células que se encuentran arrestadas no son susceptibles a la muerte celular y los
efectos inhibitorios del crecimiento en respuesta a esta citocina en células normales
y tumorales, se han asociado al arresto en la fase G4. Ademas, se ha observado
disminucién de CDKs e inhibicién de la expresion de ciclinas A y B (Belizario et al.,
1999;Jeoung et al.,, 1995), asi como un aumento concomitante de la proteina
supresora de tumores p53 y de la proteina p21 inhibidora de CDK (Yin et al., 1995).

Por otra parte, existen evidencias que indican que los glucocorticoides
inducen activacion de p53 y de p21, y promueven arresto en la fase G del ciclo
celular en diversos tipos celulares (Sundberg et al., 2006;Urban et al., 2003), al
igual que modificaciones en el contenido de ciclinas a lo largo del ciclo celular.
Estos antecedentes sugieren que la inhibicién de la muerte celular promovida por
dexametasona, podria deberse a un arresto en el ciclo celular, ya que, como se
menciond antes, las células que se encuentran detenidas en el ciclo, son

insensibles a la muerte celular.
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6. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

El TNFa es una citocina capaz de inducir activacion, sobrevivencia o muerte celular
a través de los receptores especificos TNFRI y a la fecha se desconocen los
mecanismos moleculares que conducen a una u otra respuesta. En el caso de
muerte, se activan los zimégenos de las caspasas 8 y 10 (Gupta, 2002a) y otras
moléculas relacionadas con el efecto citotdéxico (Gupta, 2002b). En la respuesta de
activacion y de sobrevivencia se requiere de la activacion del sistema NF-xB. La
vision actual sobre esta dualidad sugiere que el balance final entre el sistema de
caspasas y el de NF-xB determina el destino de las células ante el TNFa.

Entre las principales vias de sobrevivencia que se han descrito se
encuentran las reguladas por NF-xB y por PI3K/Akt. NF-xB promueve la
transcripcion de diversas proteinas entre las que se encuentran algunos factores de
sobrevivencia como las proteinas antiapoptéticas c-IAP1, c-IAP2 y XIAP (Karin and
Delhase, 2000;Wang et al., 1998). Se considera que las deficiencias en la activacién
de este factor conducen a un aumento en la susceptibilidad al TNFa (Beg and
Baltimore, 1996;Li et al., 1999;Van Antwerp et al., 1996;Wang et al., 1996).

Por otro lado, la activacion del sistema PI3K/Akt tiene un efecto
antiapoptotico atribuido a la fosforilacion mediada por de Akt de proteinas
proapoptoticas como Bad y la caspasa 9 que en su estado fosforilado son inactivas
(Datta et al., 1997;Sastry et al., 2006). Ademas, PI3K/Akt se encuentran antes de la
activacion de NF-xB en la cascada de sefializacion, por lo que la activacion de Akt
por TNFa, lo ubica como un posible elemento importante en la sobrevivencia celular
dependiente NF-kB (Ozes et al., 1999).

La importancia de la relacién entre la activacion de NF-xB por PI3K/Akt y la
sobrevivencia se apoya en el hecho de que la sobreexpresion de NF-xB y la
expresion de PI3K o Akt constitutivamente activas, son capaces de suprimir la
apoptosis dependiente de TNFa en varios tipos celulares (Burow et al., 2000).

Algunos grupos han demostrado que es posible interferir con el efecto
citotoxico del TNFa a través de la sobreexpresion de moléculas antiapoptoéticas
como Bcl2, sin embargo, esto solamente retrasa temporalmente la muerte y no

confiere una suspension del proceso (Sun et al., 2001). En contraposicion, los
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glucocorticoides sintéticos como la dexametasona, confieren una proteccion
completa contra la citotoxicidad del TNFa (Bailly-Maitre et al., 2001;Gorman et al.,
2000;Messmer et al., 2000). Como ya se describio, los efectos de la dexametasona
ocurren tanto a nivel nuclear a través de la formacién de un complejo con el
receptor citoplasmico de glucocorticoides que modula la actividad transcripcional,
como a nivel citoplasmico promoviendo la activacion de PI3K/Akt. A la fecha no se
conoce la contribucion relativa de las vias citoplasmica y nuclear activadas por la
dexametasona en su efecto protector contra el TNFa.

El TNFa se aislo por su capacidad de inducir muerte en los fibroblastos
murinos L929 (Desch et al., 1990), desde entonces ha sido uno de los principales
modelos experimentales del efecto citotéxico del TNFa dada su alta sensibilidad al
factor. La citotoxicidad en células L929 sigue siendo empleada hoy en dia como el
bioensayo de referencia para la actividad de muerte medida por el TNFa (Kramer
and Carver, 1986;Lopez-Bojorquez et al., 2004). Por tanto, en este trabajo,
decidimos interferir con las vias de PI3K/Akt y NF-kB con la finalidad de determinar
la medida en la que estas vias contribuyen a la protecciéon conferida por

dexametasona contra la citotoxicidad inducida por TNFa en células L929.
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7. HIPOTESIS

Dado que NF-kB y PI3K son moléculas asociadas a sobrevivencia y proliferacion,
suponemos que la proteccidon conferida por dexametasona contra la citotoxicidad

inducida por TNFa involucra la participacién de dichas moléculas.

8. OBJETIVOS

8.1 Objetivo general

e Estudiar la participacion de las vias PI3SK/Akt y NF-kB en la proteccion
mediada por dexametasona contra el efecto citotoxico del TNFa, asi

como el efecto del glucocorticoide en el ciclo celular.

8.2 Objetivos particulares

» Determinar la participacion de Akt/PI3K en la proteccion mediada por
dexametasona contra el efecto citotoxico del TNFa

* Determinar la participacion de NF-xB en la proteccion mediada por
dexametasona contra el efecto citotoxico del TNFa

» Evaluar la expresion de proteinas antiapoptéticas (c-IAP1 y XIAP) durante la
proteccion mediada por dexametasona contra el efecto citotoxico del TNFa

» Evaluar el efecto de la dexametasona sobre la proliferaciéon y el ciclo celular

en presencia de TNFa

45



MATERIALES Y METODOS

9. MATERIALES Y METODOS

9.1 Célulasy condiciones de cultivo

Los fibroblastos murinos L929 fueron adquiridos de la compafiia American Type
Culture Collection (ATCC) y fueron subclonadas por dilucion limitante en el
laboratorio por la Dra. Erika GOmez. La subclonacién se realizo con la finalidad de
obtener una clona con alta sensibilidad al efecto citotoxico del TNFa que se uso6 en
todos los experimentos subsecuentes. Las células se crecieron en medio minimo
esencial (MEM) suplementado con 1 mM de glutamina (ambos de GIBCO, USA),
1% de mezcla de penicilina/estreptomicina (penicilina 100 U/ml; estreptomicina 100
ug/ml. GIBCO, USA) y 10% de suero fetal bovino inactivado (SFBi) (In vitro,
México). Los cultivos se mantuvieron en incubadora a temperatura de 37°C con
85% de humedad relativa y 5% de CO,. Se utilizaron frascos de cultivo 25 y 75 cm?
(Corning, USA) para mantener los acarreadores celulares y cajas de 16, 24, 48 y 96
pozos (Corning, USA) para los diferentes experimentos. Para los experimentos de
citotoxicidad, las células se sembraron a una densidad de 20x10® células/cm?® en
placas de 100 mm de diametro o en placas de 24 pozos; y para la obtencion de
extractos totales o nucleares a 70% de confluencia. En todos los casos, a menos
que se indique algo diferente, las células fueron tratadas con 1 ng/ml de TNFa
recombinante murino (R&D, USA) durante 24 o 48 h para los ensayos de
citotoxicidad o durante 15 minutos para los ensayos de retardo (EMSA) y los

inmunoblots.

9.2 Conteo celular por exclusion de azul de tripano

Se aspir6 el medio de cultivo, se afiadieron 100 ml de tripsina 0.1% (pozos de 1
cm?). Al desprenderse el 100% de las células se afiadieron 100 pl de azul de tripano
(Sigma, USA), se mezclé con micropipeta varias veces y se conto en la cAmara de
Neubauer. Para los experimentos de viabilidad se contaron 10 campos para cada

pozo. Se obtuvieron los promedios y desviaciones estandar a partir de los

duplicados o triplicados.
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9.3 Ensayos de viabilidad celular

La viabilidad celular fue evaluada por tincién con cristal violeta. Al final de cada
experimento las células se fijaron durante 20 min a temperatura ambiente con
glutaraldehido (Merck, USA) al 1.1% en medio de cultivo. Se aspir6 el
glutaraldehido y se adicion¢ el cristal violeta al 0.1% en una solucién amortiguadora
de acido férmico (Merck, USA) 200 mM, pH 6.0. Después de 15 min en agitacion se
retird en cristal violeta y se lavé exhaustivamente con agua corriente. Se dejé secar
y posteriormente el colorante unido a la proteina celular fue solubilizado en 1 ml de
acido acético (Merck) al 10% (pozos de 1 cm? y cuantificado a 590 nm en

espectrofotometro (Bio-Tec Instruments, USA).

9.4 Purificacion de plasmidos

Todos los plasmidos utilizados en las transfecciones se purificaron con el Plasmid
Maxi Kit (Qiagen, USA) y se desalaron con columnas Elutip-D (Schleicher & Schuell,
Alemania). Todas las enzimas de restriccidon y reactivos asociados se adquirieron de
Gibco BRL, Grand Island, NY. Los &cidos nucleicos se visualizaron con luz
ultravioleta luego de una electroforesis en geles de agarosa (Gibco, Grand Island,

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

9.5 Plasmidos

El plasmido SRa-Ap85 fue donado por los Dres. W. Ogawa y M. Kasuga (Kotani et
al., 1999), y contiene el cDNA mutado de la subunidad regulatoria p85a de la PI3K,
esta dominante negativa carece de la regidén de unién a la subunidad catalitica p110
(ver seccién jError! No se encuentra el origen de la referencia.). El plasmido
pCMV4-IkBa mutado fue donado por los Dres. Dean Ballard y Goeddel (Brockman
et al.,, 1995), y contiene un IkBa con una doble mutacion puntual que sustituye
serinas por alaninas en los sitios de fosforilacion (S32/36-A32/36). Ambos
plasmidos fueron usados para extraer los insertos Ap85 e IkBa que fueron
subclonados en el pldsmido pCLNX-GFPN que ademéas expresa proteina verde

fluorescente (GFP) y que permite la seleccion con G418 (reconstruido por la Dra.
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Céardenas Aguayo, CINVESTAV, México y el Dr. Luis Covarrubias Robles IBT,
UNAM). Ambas reconstrucciones fueron secuenciadas para asegurar que durante el
proceso de clonacion no se introdujeron cambios de bases no deseados, confirmar

su orientacion y que se encontraban en un marco abierto de lectura.

9.6 Generacion de transfectantes estables por precipitacion con

fosfato de calcio

Las células L929 fueron sembradas a una densidad de 30x10° células /cm? en
placas de 6 pozos 24 h antes de la transfeccion con 1 ug de DNA plasmidico,
utilizando un kit de transfeccién con fosfato de calcio (Invitrogen Co., CA) y de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las clonas fueron seleccionadas con 2.5
mg/ml de G418 (GIBCO, USA), las células transfectadas que sobrevivieron a esta
seleccion se recuperaron con anillos de clonacion y se expandieron siempre en
presencia de G418 en el medio de cultivo. Para ambos plasmidos la expresion de la
proteina recombinante fue confirmada por inmunoblot. Al menos dos clonas
estables y una clona control con el vector vacio fueron usadas en todos los
experimentos. La eficiencia de transfeccion fue estandarizada de acuerdo a la

intensidad de fluorescencia de GFP detectada por microscopia de epifluorescencia.

9.7 Extractos nucleares

Las células L929 fueron lavadas con PBS a 4°C y despegadas en 1 ml de PBS
utilizando una espatula de plastico o “gendarme”, posteriormente, se centrifugaron
en refrigeracion por 5 min a 800xg. La pastilla fue congelada utilizando un bafio de
hielo seco y etanol por 1 min, después fue resuspendida en 100 ul de solucion
hipoténica amortiguadora A [10 mM HEPES (pH 8.0), 1.5 mM MgCl,, 10 mM KCI, 1
mM DTT]. El lisado se centrifugé a 800xg por 10 min. La pastilla constituida por los
nucleos celulares se resuspendié en 30 ul de una solucion amortiguadora de alta
fuerza idénica o amortiguador C [10 mM HEPES (pH 7.9), 0.4 M NaCl, 1.5 mM MgCl;,
25% glicerol, 0.2 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF]) y fue incubada a 4°C por
30 min con agitacion constante para extraer las proteinas nucleares unidas al ADN.
La muestra fue centrifugada en refrigeracion (4°C) por 20 min a 14000 xg. Se

recuperd el sobrenadante y se transfiri6 a un nuevo tubo en el que se mezclé en
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proporcion 1:1 (v/v) con el amortiguador D [20 mM HEPES (pH 7.9), 50 mM KClI,
25% glicerol, 0.2 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF]. La concentracion de
proteina en los extractos nucleares fue determinada por el método de Bradford
(Biorad, Hercules, CA).

9.8 Ensayos de retardo en la movilidad electroforética (EMSA)

Se utilizé un oligonucleétido comercial de doble cadena de 21 bases, en el cual se
encuentran 10 bases con una secuencia consenso para el sitio de union de NF-xB:
5-AGT-TGA-GGG-GAC-TTT-CCC-AGG (subrayada aparece la secuencia
consenso) (Santa Cruz Biotech, CA). Este ADN de doble cadena fue marcado con

[y-**P]JATP (NEN) usando cinasa T4 (Boehringer Mannheim, Germany) siguiendo las
recomendaciones de la empresa. Las reacciones de union entre el oligonucleétido
marcado y las proteinas nucleares se realizaron en un volumen total de 20 ul que
contenian: 10 ug de la proteina nuclear, solucién amortiguadora de union (HDKE)
[20 mM

HEPES (pH 7.9), 50 mM KCI, 25% glicerol, 0.2 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.5 mM
PMSF, 1 pg/ul polydl-dC, 10 pg/ml BSA, 1 mM DTT] y el oligonucleétido marcado
(0.5 ng). Después de incubar la reaccion por 20 min a temperatura ambiente los
complejos de ADN-proteina y el oligonucledétido libre se separaron en un gel de
poliacrilamida/bisacrilamida (19:1) al 4% bajo condiciones no desnaturalizantes. Los
geles fueron secados y colocados en un cassette con pantalla intensificadora de
fldor y se visualizaron con la ayuda de un analizador de imagenes Phosphoimager,
la intensidad de la sefial fue evaluada por el programa Image Quant (Molecular

Dynamics, CA).

9.9 Preparaciéon de extractos celulares de proteina total

Las células se lavaron dos veces con PBS a 4°C, se aspird0 totalmente el
amortiguador y se afiadieron 200 ul (para placa de 60 mm de diametro) de
amortiguador de lisis (50 mM Tris pH 8.0, 120 mM NacCl, 0.5% NP-40, 100 mM NaF,
5 ug/ml aprotinina, 1 mM PMSF, 10 ug/ml leupeptina) (Sigma, St. Louis, MO). Se

incubd 20 min a 4°C, se recolecté el lisado en microtubos y se centrifugd a 4°C
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durante 15 min a 14,000xg. Se recuperé el sobrenadante y se cuantificd la
concentracion de proteina por el método de Bradford (reactivo de Biorad, Hercules,
CA).

9.10 Inmunoblots

Los extractos celulares totales a los que se les cuantifico la concentracion de
proteina fueron utilizados para realizar los inmunoblots. Se utilizaron 30 pug de
proteina para correr en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 12%. Al finalizar
la electroforesis el gel se electrotransfirio durante 3 h a 400 mA entre dos pares de
papel filtro a una membrana de nitrocelulosa (Osmonics, Westboroug, MA) en
amortiguador para transferencia (16.7 mM de Tris, 1.9 M de glicina y 20% de
metanol). Después de la transferencia la membrana se tifi6 con solucién de
Ponceau (Sigma, St. Louis, MO) para corroborar que la transferencia hubiera
ocurrido de forma homogénea en toda la superficie y que el cargado en los pozos
hubiera sido homogéneo. La membrana se lavé con agua bidestilada y se bloqued
con leche libre de grasa (Svelty) al 5% en TBS/Tween (TBS: 150 mM NaCl, 2.6 mM
KCI, 20 mM Tris; pH 8.0, suplementado con 0.1 % Tween) durante 1 h a
temperatura ambiente con agitacién continua y realizando un cambio de solucién a
los 30 min. Se retird la solucidon bloqueadora y se enjuagd la membrana con
TBS/Tween 0.1%, La membrana se incub6é con el anticuerpo primario diluido
(1:1000) en TBS/Tween 0.1%/BSA 1% por 2 h o toda la noche en algunos casos.
Se lavaron tres veces las membranas durante 5 min cada vez, con TBS/Tween
0.1% y se incubd el anticuerpo secundario unido a peroxidasa (Pierce, Rockford, IL)
a una diluciéon de 1:1000 en TBS/Tween 0.1%/BSA 1% por 2 h a temperatura
ambiente en agitacion continua. Nuevamente, se realizaron tres lavados de 5 min
cada uno con TBS/Tween 0.1%. Las bandas de las proteinas se visualizaron por
quimioluminiscencia con un kit comercial (Pierce) después de incubar 1 min en la
obscuridad. Las membranas se expusieron a una placa de autoradiografia (Kodak,
USA) durante 30 seg, se reveld y fijo con las soluciones recomendadas (Kodak,
USA). Todas las sefales fueron normalizadas realizando inmunoblots contra B-
actina siguiendo el mismo protocolo descrito antes.

Los anticuerpos utilizados se enlistan en la Tabla 1.
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Tabla 1. Anticuerpos utilizados para inmunoblots

Anticuerpos primarios Fabricante

Anti-c-IAP1 humana y murina de conejo R&D Systems

Anti-XIAP humana y murina de conejo R&D Systems

Anti-Akt total humano y murino de conejo Pharmingen, San Diego, CA
Anti-Akt fosforilado humana y murina de conejo | Pharmingen, San Diego, CA
Anti-lkBa humano y murinode conejo Santa Cruz, Biotech, CA
Anti-B-actina humana y murina de conejo R&D Systems

Anticuerpos secundarios

IgG anti-conejo de oveja conjugado a HRP Zymed, San Fco, CA

IgG anti-oveja de conejo conjugado a HRP Zymed, San Fco, CA

IgG anti-raton de oveja conjugado a HRP Pierce, Rockford, IL

HRP: peroxidasa de rédbano picante

9.11 Citometria de flujo para analisis de ciclo celular.

Las células L929 fueron crecidas a 80% de confluencia en cajas petri de 100 mm de
diametro y tratadas por los tiempos indicados en cada figura. Los cultivos fueron
lavados con PBS suplementado con CacCl, (0.9 mM) y MgCl, (0.4 mM) para remover
los componentes del suero. Las células se tripsinizaron, se centrifugaron a 800xg,
se lavaron con PBS y se volvieron a centrifugar a 800xg. Posteriormente, se
resuspendieron en 500 ul de metanol (J. T. Baker, Xalostoc, México) al 95% en
PBS, se incubaron 15 min en hielo y se volvieron a centrifugar a 800xg. Finalmente,
se resuspendieron en 1 ml de PBS que contenia RNAasa IV (Gibco BRL, Grand
Island, NY) a una actividad final de 5 U/ml y se incubaron 30 min a 37°C. Al término
de la incubacion se adiciond yoduro de propidio a una concentracion final de 50
ug/ml. El analisis se realiz6 utilizando el citofluorometro modelo FACScalibur,
Beckton Dickinson, San Jose, CA. Los datos se presentan como histogramas de la
intensidad de fluorescencia a 560 nm; el valor de la intensidad de fluorescencia
relativa (FI) es presentado en cada histograma. Utilizando un cultivo asincrénico de
células L929 se fijaron los parametros de voltaje y corriente del fotomultiplicador
PMT2 para que la FI correspondiente a la fase G; cayera en un valor de 200, en
todos los casos los valores maximos de Fl correspondieron a un valor de 400 y
equivale a G,/M. El analisis de ciclo celular se restringio a las células individuales,
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evitando considerar agregados por medio de una region definida en un grafico de
puntos (dot plot) de tiempo de vuelo (FL2-W) contra intensidad de la fluorescencia
(FL2-A).

9.12 Analisis estadistico.

Todos los ensayos se reportan como el promedio de al menos tres experimentos
realizados independientemente. Cada uno de los ensayos de citotoxicidad se realizé
por triplicado. Las barras de error en las graficas representan la desviacion
estandar, en algunos casos se realiz6 una prueba de t de student para determinar la
significancia estadistica.

Los ensayos de EMSA vy los inmunoblots fueron realizados al menos tres

veces de manera independiente y se muestran las imagenes representativas.
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10. RESULTADOS

10.1 La dexametasona confiere proteccion contra el efecto
citotéxico del TNFa.

Como primer paso se corroboré la respuesta de las células L929 a la
dexametasona y al TNFa, misma que ya ha sido descrita previamente (Abe et al.,
1988). Estos experimentos se realizaron con el propésito de establecer las
concentraciones y tiempos del estimulo a los cuales el TNFa muestra un efecto
citotoxico, y la concentracion minima a la cual la dexametasona es capaz de inhibir
el dicho efecto citotéxico del TNFa. Se evalud el efecto de la dexametasona en
concentraciones bajas hasta de 0.0001 uM, en las cuales no se observé ningun
efecto protector, y concentraciones mayores a 100 uM que resultaron téxicas para
las células. Dado que la dexametasona es soluble en etanol, todos los experimentos
control de dexametasona fueron tratados con etanol 0.1%. En experimentos que no
se muestran, aseguramos que esta concentracion de etanol no afecta la viabilidad
celular.

Morfologicamente observamos que el TNFa induce muerte celular a una
concentracion de 1 ng/ml, efecto que se anula al tratar simultdneamente con 10 uM

de dexametasona durante 24 horas (Figura 1).

Figura 1. La dexametasona (Dex) previene la citotoxicidad del TNFa en células L929.
A) Células L929 sin tratamiento. B) Células L929 tratadas con TNFa (1 ng/ml) durante 24 h. C)
Células L929 tratadas con TNFa (1 ng/ml) y dexametasona (10 uM) durante 24 h.

También analizamos la conveniencia de adicionar la dexametasona antes, al

mismo tiempo o después del TNFa. Determinamos que el efecto protector conferido
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por la dexametasona no se modifica (con respecto a la adicién simultanea), si las
células son pretratadas con el glucocorticoide hasta por 24 horas antes del TNFa
(Figura 2A). Sin embargo, la proteccion se pierde a medida que se aumenta el
tiempo al cual se adiciona la dexametasona después del TNFa (Figura 2B), por lo
que decidimos descartar el uso de este protocolo.

Dado que la proteccién conferida por la dexametasona adicionada antes del
TNFa, fue similar a la observada cuando se adicionan simultaneamente (Figuras 9C
y 10A), se decidi6 emplear un protocolo de adicidon simultdnea. Este protocolo

considera entonces, que los procesos de transduccion ya sea del TNFa o de la

dexametasona, no anteceden uno al otro.

Figura 2. Efecto de la adicion de dexametasona antes y después del tratamiento con TNFa en
células L929.

Se muestran experimentos de citotoxicidad evaluados a las 24 horas a partir de la adicion del TNFa.
A) Células L929 pretratadas durante 24 horas con dexametasona (10 uM) previamente a la adicién
de TNFa (1 ng/ml). B) Células L929 tratadas con TNFa (1 ng/ml) durante 6 horas antes de la adicién

de dexametasona (10 uM).

En células L929, el TNFa induce muerte celular de manera tiempo y dosis
dependiente. Después de 24 horas de tratamiento con 1 ng/ml de TNFa, la
viabilidad celular se reduce a 16% con respecto al control sin tratamiento, y a las 48
horas disminuye hasta 2%. Utilizando dosis mayores (5 ng/ml), observamos que la
viabilidad se reduce hasta 4% a las 24 horas y cae practicamente hasta 0% en 48
horas (Figura 3A). Estos resultados nos permitieron estandarizar los experimentos a
una concentracion de 1 ng/ml de TNFa durante 24 horas. Todos los experimentos

que se muestran a lo largo de este trabajo fueron realizados bajo estas condiciones.
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El tratamiento de las células con 1 ng/ml de TNFa y concentraciones
crecientes de dexametasona (0.01-10 uM) durante 24 h, muestra una supresion
dosis dependiente de la muerte inducida por la citocina (Figura 3B). A pesar de que
se observa proteccion incluso con concentraciones de dexametasona menores a 10
uM, se decidié utilizar esta concentracion porque se observa el efecto protector
maximo contra la muerte inducida por el TNFa sin efectos toxicos por si misma.
Ademas observamos que la proteccion con dexametasona 10 uM es completa
incluso a tiempos tan largos como 72 horas de tratamiento en presencia de la
citocina (Figura 4C). Estos resultados permiten concluir que el tratamiento con
dexametsona confiere un efecto protector contra la citotoxicidad del TNFa
practicamente completa (100%), a diferencia de otros tratamientos que solamente
retrasan el proceso de muerte pero que no son capaces de anularlo, tales como la
sobreexpresidon de la proteina antiapoptética Bcl-2 (resultados previos obtenidos en
el laboratorio por la Dra. Erika Gomez).
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Figura 3. La dexametasona (Dex) previene la citotoxicidad del TNFa en células L929.
A) Sobrevivencia celular de cultivos estimulados 24 o 48 h con TNFa (1 o 5 ng/ml). B) Dosis-
respuesta de dexametasona sobre la citotoxicidad inducida por TNFa (1 ng/ml) a las 24 h. Los

porcentajes se calcularon con respecto al control. Se muestran los resultados de 5 experimentos

independientes realizados por triplicado. *P<0.05 vs control.
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Figura 4. La dexametasona (Dex) previene la citotoxicidad del TNFa en células L929 a tiempos

largos.
Cultivos de células L929 fueron se trataron de la siguiente manera: A) Control sin tratamiento. B)

Tratadas con TNFa (1 ng/ml) durante 24 horas y C) Tratadas con TNFa (1 ng/ml) y dexametasona
(10 uM) durante 72 horas.

10.2 La via de sefializacion de PI3K/Akt no esté involucrada en la
proteccion mediada por dexametasona contra el efecto
citotoxico del TNFa.

Dado que los receptores de glucocorticoides pueden activar cascadas de
sefalizacion citoplasmica que implican la activacion de la via PI3K/Akt se evalud el
papel de esta via en la proteccion conferida por dexametasona contra la muerte
inducida por TNFa. Con este fin se siguieron dos estrategias independientes, una
farmacoldgica y otra basada en el uso de una forma dominante negativa de PI3K.
Se inhibié la via de PI3K/Akt mediante wortmanina (un inhibidor especifico de la
PI3K), y se generaron células establemente transfectadas con una forma dominante
negativa de PI3K (Ap85), que no puede ser activada y que por lo tanto carece de la
capacidad de fosforilar al sustrato Akt. En ambas estrategias se considerd la
presencia de Akt en su forma fosforilada como un indicador de la actividad de la
PI3K. La proteina Akt fosforilada fue detectada por medio de inmunoblots con

anticuerpos que reconocen los residuos de serina 472 y 473 en su forma fosforilada.
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10.2.1 El TNFa y la dexametasona inducen un aumento en la

fosforilacion de Akt en células L929.

En las células L929 parentales, el TNFa (1 ng/ml) induce un aumento transitorio en
la fosforilacion de Akt, observandose un pico de activacion que se encuentra 6
veces por encima del control a los 10 min (Figura 5, panel A). El tratamiento con
dexametasona sola o en presencia de TNFa, induce niveles similares de Akt
fosforilado (Figura 5, paneles B y C), que son menores a los inducidos cuando solo
se trata con TNFa. Estos experimentos nos permitieron establecer el tiempo al cual
se evaluo la fosforilacion de Akt para los siguientes experimentos, es decir, entre 10
y 20 minutos. También pudimos observar, que existen diferencias en cuanto al nivel
de fosforilacién de Akt bajo los distintos estimulos, sin embargo, en este punto no
podiamos atribuir el efecto protector conferido por la dexametasona contra la

citotoxicidad del TNFa a este aspecto.

Tiempo(min) o 1 5 w 20 90 B  Dex (uM) 0 01 1.0 10
TNF e S ¥ p.Ak[ * e e

p.ﬁ'kt = - Vices de sumento 10 1.6 1.9 20
Yecas de aumaento 1 4 & & 4 2

factin  * ————
[-actin  » == == == - - -

Dex (uM) 0 0 o1 1010
TNF - 4+ 4

p-Akt > =

Waces de aurmends 1.0 18 1.3 18 24

Figura 5. El TNFa y la dexametasona inducen la fosforilacion de Akt en células L929.

Inmunoblot de proteina Akt fosforilado o B-actina como control de cargado en extractos totales de
células L929. A) tratadas con TNFa (1 ng/ml) durante los tiempos indicados. B) Tratadas con
dexametasona (10 puM) durante los tiempos indicados. C) Tratadas con TNFa (1 ng/ml) y
dexametasona a las concentraciones indicadas durante 15 minutos. Se indica el nimero de veces de

aumento comparado contra el control sin tratamiento.
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10.2.2 La fosforilacion de Akt inducida por TNFa y dexametasona,
se bloquea por wortmanina y por la expresion de una dominante
negativa de PI3K (Ap85) en células L929.

Las células parentales tratadas con wortmanina y las células transfectadas Ap85,
pierden su capacidad para fosforilar Akt en respuesta a TNFa (Figura 6),
dexametasona o ambas. Como era de esperarse, el nivel de Akt total no se
modifica por la presencia de una forma dominante negativa de PI3K (Figura 6B,
tAkt).

A B
INF - o+ - s TNF - -
Dex - -+ + Dex - - + +
Wort
. ‘ < p-Akt . <« p-Akt
L929 N -m* p R i < t-Akt
p-Akt Ap85

o B D VRN

Figura 6. Tratamiento con wortmaninay expresién de una dominante negativa de PI3K (Ap85)
y su efecto en la activacién de Akt y NF-«xB.

A) Inmunoblot contra Akt fosforilado (pAkt) o Akt total (tAkt) en extractos totales de células parentales
(L929) tratadas simultaneamente a lo indicado con 1 uM de wortmanina (Wort). B) Inmunoblot contra
Akt fosforilado (pAkt) o Akt total (tAkt) en extractos totales de células que expresan la dominante
negativa de PI3K (Ap85). El panel inferior muestra un EMSA de NF-xB en células Ap85 tratadas
como se indica. Las células fueron incubadas durante 15 min con 1 ng/ml de TNFa, 10 uM de

dexametasona o ambas de acuerdo a lo indicado en cada carril.

Posteriormente decidimos evaluar la activacion de NF-xB, dado que la
activacion de este factor es posterior a la activacion de PI3K/Akt. Ademas se ha
postulado que es esencial para muchos de los efectos transcripcionales
dependientes de PI3K/Akt. Medimos la activaciéon de NF-xB a través de un ensayo
de EMSA (ver capitulo de materiales y métodos). Observamos que la inhibicion de
la via PI3K/Akt por medio de la expresion de la forma dominante negativa de PI3K,

no afecta la capacidad de traslocar NF-xB en respuesta TNFa (Figura 6B, NF-xB),
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la cual ocurre de manera similar a la observada en las células L929 parentales

(Figura 7, carriles 1y 2).

TNF (1 ng/ml) - + + + +
Dex (10 pMm) - - + + +
Wort (1 pM) - - - + +

- GO P :
b ST T e T

Figura 7. La wortmanina no modifica la traslocacion de NF-xB promovida por TNFa 0 por
TNFa en presencia de dexametasona en células L929.

EMSA de NF-kB de extractos nucleares de células L929 tratadas durante 15 minutos como se indica
en la figura. La wortmanina 1 puM fue adicionada simultdneamente a los tratamientos con TNFa y

dexametasona.

Ademas, la inhibicién farmacolégica de la PI3K con wortmanina (1 uM),
tampoco afecta la traslocacion nuclear de NF-«B inducida por TNFa o por TNFa en

presencia de dexametasona en células parentales L929 (Figura 7, carriles 4 y 5).

10.2.3 La inhibicion de la PI3K/Akt a través de wortmanina y por la
expresion de una dominante negativa de PI3K (Ap85), no afecta la
proteccion conferida por dexametasona contra el efecto citotéxico
del TNFa en células L929.

Con el propdsito de asegurar que la ausencia de efecto de la wortmanina sobre la
proteccion mediada por dexametasona en caso de presentarse, no pudiera deberse
a la degradacion del farmaco durante los tiempos prolongados requeridos para los
ensayos de citotoxicidad, se trataron varios cultivos de células L929 con wortmanina
durante distintos tiempos (desde 15 minutos hasta 24 horas). Posteriormente los
cultivos fueron estimulados con TNFa durante 15 minutos para inducir la
fosforilacion de Akt, después de lo cual se lisaron las células para obtener extractos
totales que se utilizaron para realizar inmunoblots de Akt fosforilado. Observamos
que la wortmanina inhibe por completo la fosforilacion de Akt promovida por TNFa a

lo largo del ensayo y a tiempos tan largos como 24 horas (Figura 8). Estos
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resultados permiten asegurar que el inhibidor mantiene su actividad farmacolégica a
lo largo de todo el ensayo de citotoxicidad, y no sufre algun deterioro durante el
experimento que pudiera repercutir en su capacidad para mantener inhibida a la

PI3K, misma que es la encargada de fosforilar a Akt.

Wort (h) 0 0 1/4 1/4 1 3 6 9 12 24
TNF (min) 0 15 15 15 15 15 15 15 15 15

p-Akt > *--"*M““

Figura 8. La wortamina mantiene su efecto inhibidor sobre la PI3K durante los periodos de
incubacion utilizados en los ensayos de citotoxicidad.

Inmunoblot de Akt en su forma fosforilada en extractos totales provenientes de cultivos de células
L929 estimulados durante los tiempos indicados con wortmanina 1 pM. Posteriormente los cultivos
fueron estimulados con 1 ng/ml de TNFo durante 15 minutos, después de lo cual se realizaron

extractos totales.

Ni la intervencion farmacologica con wortmanina, ni la expresion de la forma
dominante negativa de PI3K (Ap85) tienen efecto significativo sobre la proteccion
conferida por dexametasona contra la citotoxicidad del TNFa (Figura 9). La ligera
disminucién de la sobrevivencia observada en las células Ap85, en presencia del
TNFa y la dexametasona, no es estadisticamente significativa, y es muy similar al
valor observado en las células parentales L929 tratadas con wortmanina. Los
resultados mostrados en conjunto, permiten sugerir que la via de PI3K/Akt, no es
relevante para la proteccion mediada por dexametasona contra el efecto citotdxico

inducido por TNFa.
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Figura 9. Efecto del tratamiento con wortmanina en células parentales L929 y de la expresion
de una dominante negativa de PI3K (Ap85), en la proteccién conferida por dexametasona
contra la citotoxicidad inducida por el TNFa.

Sobrevivencia celular a las 24 horas en presencia de 1 ng/ml de TNFa (barras claras) o 1 ng/ml de
TNFa mas 10 uM de dexametasona (barras negras) en la linea parental (L929), en presencia de 1
uM de wortmanina (Wort) o en la dominante negativa (Ap85). En la parte superior de cada barra se
indica el porcentaje promedio obtenido de al menos tres experimentos independientes realizados por

duplicado.

10.3 La via de sefalizacion de NF-xkB, se requiere para la
proteccion mediada por dexametasona contra la citotoxicidad

inducida por el TNFa en células L929.

Para evaluar la participacion de la via de NF-xB en la protecciéon conferida por
dexametasona contra la citotoxicidad del TNFa, decidimos bloquear la traslocacion
del factor nuclear mediante la sobreexpresion de una forma mutante de 1kB no
degradable (IkBam) y evaluar la activacion de NF-xB, y la degradacion de I1kBa, asi
como el efecto de la expresiéon de esta proteina mutada sobre la proteccion

conferida por la dexametasona contra la citotoxicidad del TNFa.
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10.3.1 La dexametasona no afecta la activacion de NF«B ni la
degradacion de IkBa en las células L929 parentales.

Inicialmente, valoramos los posibles efectos de la dexametasona sobre la
degradacion de IkBa y la traslocacion de NF-kB en respuesta al TNFa en células
L929 parentales. En estas células, la dexametasona no afecta la traslocacion
nuclear de NF-kB inducida por 1 ng/ml de TNFa (Figura 10, carril 4), ya que ésta
ocurre de manera similar a la observada en respuesta al TNFa (Figura 10, carril 2).
La dexametasona (10 uM) por si misma no induce la traslocacion del factor (Figura
10, carril 3). Tal y como se esperaba, la degradacion de IkBa inducida por TNFa no
se ve afectada por la presencia de la dexametasona, lo cual se muestra en los
inmunoblots (Figura 10, panel superior) y confirma lo observado para el caso de NF-
kB.

10.3.2 La dexametasona no afecta la activacion de NF-«B ni la
degradacion de IkBa en las células L929 transfectadas con IkBam.

En contraste con lo observado en las células parentales y como se esperaba, en las
células transfectadas con la mutante de IxkBa (IkBam) no se observa degradacion
de IkBa (Figura 11A) ni traslocacién de NF-kB al nucleo (Figura 11B) después del
estimulo con TNFa. Esto nos asegura que en las células transfectadas la forma
dominante negativa de IkBa anula la capacidad de activar a NF-«xB en respuesta a
TNFo a pesar de la presencia de las formas endogenas de |1kB. En la Figura 11A se
puede observar que, en tanto que la forma dominante negativa de IkBa se
sobrexpresa significativamente comparada con la forma silvestre enddgena (carril
1), la primera no se degrada en respuesta a TNFa (lkBam), mientras que la

endogena se sigue degradando en respuesta a este tratamiento (IkBa.).
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TNF - + - +
Dex = - + *

IkBa -+ - *
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Figura 10. La dexametasona no afecta la traslocacion nuclear de NF-kB inducida por TNFa en
células parentales L929.

Se muestra el inmunoblot de IkBa (panel superior) o B-actina (panel central) de extractos totales de
células L929 estimuladas como se indica; y la traslocacion nuclear de NF-kxB por ensayo de EMSA
(panel inferior) en extractos nucleares de células L929 estimuladas como se indica. TNFa 1ng/mly

dexametasona 10 pM.

10.3.3 La sobreexpresion de IkBam en células L929, anula la
proteccién conferida por la dexametasona contra el efecto

citotéxico del TNFa.

La sobreexpresion de lkBam, disminuye dramaticamente la proteccion conferida por
la dexametasona contra el efecto citotdxico del TNFa, reduciendo la sobrevivencia
desde 100% hasta 22% a las 24 horas (Figura 12, barras obscuras), sugiriendo que
NF-kB participa en la proteccidon por dexametasona. Cabe mencionar, que la
sobreexpresion de la proteina mutante IkBam, incrementa la muerte celular
inducida sélo por TNFa de manera significativa, disminuyendo la viabilidad de 19%
a 11% (Figura 12, barras claras). Ya que la dexametasona por si misma no tiene
efecto sobre la activacion de NF-xB (Figura 11, panel inferior carriles 3 y 4), ni

afecta los niveles de activacion durante el estimulo con TNFa (Figura 11, panel
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inferior carril 2), suponemos que la activacibn de NF-kB requerida durante la

protecciéon mediada por la dexametasona es aportada por el estimulo del TNFa.

A

TNF - + -
Dex - - + +

lkBam > ._--‘
IkBa > ' — ’ -

B-actin

TNF + -+ -+
+ +

IkBam - + +

NF-xB

Figura 11. La dexametasona no afecta la activacién de NF-kB ni la degradacién de IkBa en las
células L929 transfectadas con IkBa mutado (lkBam).

A) Inmunoblot de IkBa 0 B-actina en las células L929 que sobreexpresan la forma mutante de I1kBa
(IkBam). Las formas enddgena (IkBa) y mutante (IkBam) de la proteina IkBo se indican con flechas.
B) Traslocacion nuclear de NF-xB en células parentales (primer carril) y en las células lkBam
(carriles 2-5). Las células fueron tratadas con 1 ng/ml de TNFa, o 10 uM de dexametasona o ambas

durante 15 minutos.
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Figura 12. Sobrevivencia celular en células L929 parentales y células que sobreexpresan la
forma mutada de IkBa.

En células parentales L929 y células IkBam tratadas durante 24 horas con 1 ng/ml de TNFa. (barras
blancas) o TNFa en presencia de 10 uM de dexametasona (barras obscuras). *P<0.01 vs células

parentales tratadas con TNFa y dexametasona.

10.4 La pérdida de la proteccion conferida por dexametasona por
inactivacién de NF-xB, esta asociada a una disminucién de las
proteinas IAP en células L929.

Dado que la accion de NF-«xB implica un efecto transcripcional, quedaba por
identificar los posibles genes cuya expresion se asocia a la proteccién contra el
TNFa. Ademas, la expresion de estos genes se debe afectar cuando se interfiere
con la activacién de NF-kB. En un intento por aproximarnos a determinar el efecto
de la expresion de la mutante IkBam sobre otras moléculas asociadas a inhibicién
de muerte, decidimos medir las proteinas c-IAP1 y XIAP en las células
transfectadas, cuya expresion aumenta en respuesta a dexametasona (Wu et al.,
2004).

Los inmuno ensayos tipo western analizando el contenido de estas proteinas
a lo largo de 18 h de tratamiento muestran que el TNFa induce una reduccion
dependiente del tiempo en la cantidad de éstas proteinas, (Figura 13, L929). Esta
disminucién que correlaciona temporalmente (en el caso de c-IAP1) con el punto en
el cual las células comienzan a morir (9-14 horas). Si bien ambas proteinas son
sensibles al tratamiento con TNFa, XIAP mostré una mayor disminucion comparada

con c-IAP1 (Figura 13, L929). La dexametasona previene la reduccién en la
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cantidad de proteina IAP inducida por TNFa (Figura 13, L929, TNF/Dex). En
contraste, en las células IkBam el nivel basal de c-IAP1 es menor al de las células
parentales (Figura 13, IkBam, carril 1), y el tratamiento combinado de TNFa +
Dexametasona provoco la desaparicion de c-IAP1 casi por completo (Figura 13,
lkBam, TNF/Dex).

C TNF Dex TNF/Dex
Time(h) o018 1 3 6 9 14 12 6 18 1 3 6 9 14 18
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Figura 13. La inactivacion de la via de NF-«kB reduce los niveles de proteinas c-IAP1 y XIAP.
Se muestran inmunoblots de c-IAP1, XIAP o B-actina en células parentales L929 o IkBam tratadas

con 1 ng/ml de TNFa, 10 uM de dexametasona o ambas durante los tiempos indicados.

10.5 Otros efectos de la dexametasona, ciclo celular.

Estudios previos de otros grupos de trabajo y de nuestro laboratorio
realizados por la Dra. Erika Gomez, revelan que existe una relacion entre la muerte
que causa el TNFa y el ciclo celular. Una de las evidencias que apoyan esta idea,
es el hecho de que moléculas que bloquean el ciclo celular, como el TGFf, son

capaces de proteger de la muerte (Belizario and Dinarello, 1991). Ademas, en
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nuestro laboratorio, también observamos que las células que no proliferan, que son
detenidas en el ciclo celular por confluencia o por deprivacion de suero en el medio
de cultivo, son insensibles al efecto citotoxico del TNFa aun después de 24 horas
de tratamiento con la citocina, similar al efecto protector observado en las células

tratadas con dexametasona (Figura 14).

120 -

100

80 1

60 4

40 1

sobrevivencia (%)

20 1

C Dex Confluencia Sin suero 12 h

Figura 14. Efecto de TNFa sobre la viabilidad en células L929 cultivadas bajo distintas
condiciones.

Cultivos proliferantes (C y Dex) y no proliferantes (confluentes y sin suero durante 12 horas) de
fibroblastos murinos L929, fueron estimulados con 1 ng/ml de TNFa y/o dexametasona 10 puM
durante 24 horas. La sobrevivencia fue evaluada por tincion con azul tripano. Cada condicién fue
normalizada con respecto a su propio control sin tratamiento. Se indica la desviacion estandar de

triplicados de cada experimento.

Basandonos en estas evidencias y con la finalidad de determinar el efecto de
la dexametasona en el ciclo celular durante la proteccién contra el efecto citotoxico
del TNFo, decidimos examinar la distribucion en el ciclo celular de los cultivos
después de la exposicion a la citocina o al glucocorticoide o ambos. Esto se llevé a
cabo a través de la medicién del contenido de DNA por citometria de flujo (ver
materiales y métodos). Se analizaron cultivos tratados con la citocina y el
glucocorticoide a tiempos cortos antes de que se presente la muerte celular (4 y 6
horas), y tiempos largos a partir del momento en el que comienzan a aparecer
células muertas por efecto del TNFa (16, 24 y 48 horas). En la Figura 15 se

muestran los histogramas obtenidos a tiempos cortos, y en la Figura 16 se muestran
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los obtenidos a tiempos largos. En la Tabla 1 se muestra el resumen de ambos

experimentos.

Figura 15. La dexametasona no induce inhibicién de la proliferacion y arresto en el ciclo
celular atiempos cortos

Cultivos proliferantes de fibroblastos L929 fueron crecidos en ausencia (A) o presencia de 1 ng/ml de
TNFa (By E), TNFa y dexametasona 10 uM (C y F) o dexametasona 10 uM (D y G) durante 4 (B, C
y D)y 8 horas (E, F y G). Las células fueron fijadas con etanol para ser evaluadas por citometria de
flujo. M1, M2 y M3 se asignaron para agrupar las células en fase Go/G,, S y G./M respectivamente, y
se muestran enlistados los porcentajes correspondientes. Se indica el nimero de eventos analizados
(Ev).

Las células control presentaron el patron caracteristico de las células
proliferantes (Figura 15 A) y podemos ver que el 56% de las células proliferantes se
encuentran en fase G (Tabla 1), esta proporcidn tiende a mantenerse en presencia
tanto de TNFa como de dexametasona hasta las 8 h. Sin embargo, a partir de las
16 horas (Figura 16), comienza a observarse un incremento en el porcentaje de
células en G4 en presencia de dexametasona (de 56 a 95%). Al mismo tiempo,
observamos una menor cantidad de células en fase S en presencia de
dexametasona (de 27 a 2 % a las 0 y 48 horas respectivamente). En el caso de
TNFo y dexametasona, este incremento se observa claramente a partir de las 24

horas y continua hasta las 48 horas (78%).
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Figura 16. La dexametasona inhibe la proliferaciéon e induce arresto en el ciclo celular a

tiempos largos.

Cultivos proliferantes de fibroblastos L929 fueron crecidos en ausencia (A y B) o presencia de 1
ng/ml de TNFa (C, F e I), 1 ng/ml de TNFa y 10 uM de dexametasona (D, G y J) o 10 uM
dexametasona (E, H y K) durante 16 (C, Dy E), 24 (F, G y H) 0 48 horas (I, J y K). Las células L929

sin tratamiento al tiempo cero (A) fueron utilizadas como control, y a células de otro cultivo similar

(B), se les permitié proliferar hasta alcanzar confluencia (aproximadamente 72 horas) y por lo tanto

arresto del ciclo celular (C final). Las células fueron fijadas con etanol para ser evaluadas por

citometria de flujo. M1, M2 y M3 se asignaron para agrupar las células en fase Gy/G;, S y G,/M

respectivamente, y se muestran los porcentajes correspondientes. Se indica el nUmero de eventos

analizados (Ev).
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Por el contrario, en el caso del tratamiento unicamente con TNFa, no se
observa un cambio en la distribucién de las células en el ciclo celular. En ausencia
de estimulo (Figura 16 B) se observa que al alcanzar confluencia las células se
estan deteniendo en la fase G4 (77/13/10). Estos resultados en conjunto, muestran
que el ciclo celular se esta interrumpiendo en presencia de dexametasona. En
presencia de TNFa y dexametasona el arresto en el ciclo celular se manifiesta de
de manera menos sensible, sin embargo, estos resultados no son concluyentes
debido a que era de esperarse un efecto aditivo de la inhibicion de la proliferacion

promovida por los estimulos independientes.

Tabla 1. La dexametasona induce inhibicion de la proliferacion y arresto en el

ciclo celular a tiempos largos

Tiempo (h) TNFa TNFa/Dex Dex
0 (Crtl) 56/27/17 56/27/17 56/27/17
4 59/24/17 59/25/16 60/24/16
8 63/23/14 63/21/16 62/20/18
16 50/30/20 59/23/18 68/15/17
24 50/37/13 62/26/12 74/16/10
48 48/38/14 78/13/9 95/2/3

Cultivos de células L929 proliferantes se analizaron por citometria de flujo después de ser
estimulados con 1 ng/ml de TNFa y/o 10 uM de dexametasona durante el tiempo indicado. El cultivo
control (Crtl) no recibié tratamiento y es el mismo para todas las condiciones analizadas. Se
muestran los porcentajes de células distribuidas en el ciclo celular separadas por una diagonal
(Go/G1, Sy Go/M).
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11. DISCUSION

Se ha demostrado que Akt promueve la sobrevivencia celular, y protege contra
apoptosis a través de mecanismos que aun no se han clarificado completamente.
Esta via de sefalizacién se activa rapidamente en respuesta a una variedad de
hormonas esteroides incluyendo los glucocorticoides (Falkenstein et al.,
2000a;Falkenstein et al., 2000b;Falkenstein and Wehling, 2000). Por tanto, el efecto
protector de la dexametasona contra la citotoxicidad del TNF-a en células L929
podria resultar de la activacion de estos procesos. El uso de inhibidores
farmacolégicos como la wortmanina o formas dominantes negativas contra PI3K
que carecen del sitio de unién a su subunidad reguladora p85 (Ap85), nos permitié
demostrar que al interferir con la via de senalizacion de PI3K/Akt no se afecta la
proteccion conferida por la dexametasona contra el efecto citotoxico inducido por el
TNFa en células L929. Sin embargo, al interferir con la via de sefalizacion de NF-
kB a través de la sobreexpresion de una mutante de IkBa (IkBam) que no puede
ser degradada por carecer de los residuos de serina 32 y 36 donde normalmente se

fosforila, se elimina completamente el efecto protector de la dexametasona.

Nuestros resultados son congruentes con lo ya reportado respecto a las
concentraciones de TNFa utilizadas para observar efectos citotoxicos. En general,
las concentraciones utilizadas oscilan entre 0.1 y 10 ng/ml dependiendo del linaje
celular. En cuanto a la concentracion de dexametasona utilizada, hay autores que
reportan efectos protectores desde 0.1 hasta 50 uM dependiendo, nuevamente, del
tipo celular (Gorman et al., 2000;Messmer et al., 2001;0h et al., 2006;Sasson and
Amsterdam, 2003;Sasson et al., 2003;Webster et al., 2002b). Al igual que en este
trabajo, otros autores reportan proteccion del 100% en presencia de dexametasona

contra el efecto del TNFa en otros tipos celulares (Webster et al., 2002a).

Un hallazgo inesperado fue el hecho de que la proteccion conferida por
dexametasona sea dependiente de la activacion de NF-kB, aun cuando la
dexametasona por si misma no activa a este factor transcripcional (Figura 10, carril

3). Nuestros resultados sugieren que es la via de senalizacién del TNFa la que
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provee del NF-kB activo necesario para la proteccion por dexametasona dado que
la dexametasona no promueve la activacion de NF-«B. Esta vision refuerza la idea
dentro del campo de TNFa, de que esta citocina activa simultaneamente sefales
antagonistas de sobrevivencia y muerte, y que el contexto celular es el que

determina el balance final entre sobrevivencia y muerte.

La ausencia en la activacion de NF-«xB, correlaciona notablemente con una
disminucién en el contenido de proteinas inhibidoras de apoptosis (IAPs), sugiriendo
su participacién en la proteccion conferida por la dexametasona. Con los resultados
obtenidos, sin embargo, no podemos distinguir en que medida el efecto protector
depende de las IAPs, y si no hay participacion de otros genes antiapoptéticos. Mas
aun, tampoco podemos distinguir si este efecto protector es dependiente de los
efectos genodmicos o de los no gendmicos del receptor de glucocorticoides, en este

momento no podemos descartar la participacion de cualquiera de los dos 0 ambos.

La relevancia de la via de PI3K/Akt en la activacion de NF-kB inducida por
TNFa es todavia materia de controversia. Mientras que en algunos tipos celulares la
via de PI3K/Akt resulta esencial para la activacion de NF-xB (Ozes et al., 1999), en
otros no es requerida (Madge and Pober, 2000). Por otra parte, en cultivos primarios
de queratinocitos humanos la activacién de PI3K/Akt ocurre sin la traslocacion
nuclear de NF-xB (Liu et al., 2001), sugiriendo que la sefalizacion de esta via no
necesariamente conduce a la activacion de NF-xB. Esta heterogeneidad podria
incluir variaciones en la disponibilidad de los elementos de la via de PI3K/Akt, por
ejemplo, diferentes isoformas de las proteinas o vias alternas de la activacién de
NF-xB. Como ya se mencion6 en la introduccion (jError! No se encuentra el

origen de la referencia.).

Estas diferencias observadas en la participacion de la via de PI3K/Akt en la
activaciéon de NF-kB, podrian también deberse a diferencias de expresion y

regulacion inherentes al tipo o linaje celular.

A partir de los trabajos en los cuales se reconocio la activacion de vias

citoplasmicas de sefalizacion inducidas por glucocorticoides que involucran a

72



DISCUSION

PI3K/Akt (Buttgereit and Scheffold, 2002;Cato et al., 2002;Croxtall et al., 2000), se
hizo necesario considerar su participacion en las respuestas mediadas por esta
hormona. En nuestro caso, era importante determinar la importancia del sistema
PI3K/Akt en la proteccion conferida contra el TNFa. En este trabajo, demostramos
que la activacion de NF-xB y la proteccion mediada por dexametasona, son vias
independientes de la via de PI3K/Akt (Figura 6A) en células L929.

La ausencia de efecto por parte de la dominante negativa Ap85 o la
wortmanina, sobre la proteccion conferida por la dexametasona, indica que eventos
posteriores, tales como la fosforilacion de la proteina proapoptética Bax (Datta et al.,
1997) que se consideran la base de la proteccion asociada a PI3K, no son
relevantes en el mecanismo de proteccidon analizado en este trabajo. Se ha
demostrado que la proporcidon de IKKa e IKKB, es un factor determinante para la
activacion de NF-xB dependiente de PI3K/Akt en diferentes tipos celulares (Gustin
et al., 2004b). En las células L929, |a falta de interferencia en la activacién de NF-xB
dependiente de TNFa, podria ser explicada por una alta proporcion de IKKa contra
IKKB (Gustin et al., 2004a), lo cual redundaria en una mayor cantidad de NF-xB
traslocado al nucleo. En las células L929 se desconoce la proporcion de los tres
componentes del complejo IKK (IKKa, IKK y la subunidad reguladora IKKy/NEMO),

por lo que se abre la posibilidad de estudios posteriores en este campo.

Tal y como se mencion6 antes, los resultados obtenidos indican que la
activacion de NF-xB es requerida para la proteccion mediada por dexametasona
(Figura 12). Por esta razén, decidimos analizar la via de sefalizacion de NF-«B.
Nuestros resultados muestran que, durante la proteccion, el sistema IkB/NF-xB se
activa por la via candnica, que implica la fosforilacion de kB en los residuos de
serina 32 y 36, seguida de su degradacion, lo que permite la traslocacion de NF-xB
al nucleo. En apoyo a esta idea, observamos que la degradacion de IkBa endogeno
y el nivel de activacion de NF-kB en las células parentales L929 en respuesta a
TNFa y dexametasona, es marcadamente similar al observado cuando se traté a las
células exclusivamente con TNFa (Figura 10, linea 2 panel superior y linea 4 panel

inferior). Aunque se ha reportado que la dexametasona regula la expresion de los
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receptores de TNFa en algunos tipos celulares (Kull, Jr., 1988;Monick et al., 1994),
nuestros resultados muestran que la dexametasona no afecta la intensidad de la
sefalizacion inducida por los receptores de TNFa si consideramos que la cantidad
de NF-kB traslocado al nucleo es similar cuando se da el tratamiento combinado de

TNFa y dexametasona (Figura 10, panel inferior).

Nosotros encontramos una relacion entre la proteccion mediada por
dexametasona contra el TNFa y la activacion de NF-xB dependiente de TNFa que
podria representar por si mismo un mecanismo de proteccion, independientemente
de los posibles mecanismos de regulacion de los receptores de TNFa. En cualquier
caso queda por cuantificar la cantidad de receptores de TNFa durante el tratamiento
combinado.

La falta de proteccién promovida por dexametasona contra la citotoxicidad
inducida por TNFa en presencia de la mutante de IkBa, correlaciona con la
ausencia de NF-kB en el nucleo (Figura 11). Si el papel de NF-kB es relevante en la
proteccion, seria de esperarse que al interferir con su activaciéon, aun en ausencia
de dexametasona, las células fueran mas sensibles al efecto citotdxico del TNFa..
Apoyando esta idea, nuestros resultados muestran que las células L929
establemente transfectadas con IkBa mutado son mas sensibles de manera
estadisticamente significativa al efecto citotoxico de la citocina (Figura 11).
Comparando la cinética de muerte celular entre la linea parental y la transfectante
que expresa la mutante de IxkBa, observamos que ésta ultima muere mucho mas
rapidamente y de manera mas acentuada que la parental. Los resultados en
conjunto, sugieren que la proteccion por dexametasona es dependiente de la

activacion de la via de sefalizacion de NF-«xB mediada por TNFa.

Un probable mecanismo de la dexametasona para promover la proteccion es
a través del fortalecimiento de las sefiales de sobrevivencia. Algunos estudios en
los que se han realizado microarreglos de células tratadas con dexametasona,
muestran la expresion de una gran variedad de genes (Deregowski et al., 2002b).
Llama la atencién que las proteinas antipoptéticas c-IAP1 y XIAP son inducidas en
presencia del glucocorticoide en diferentes tipos celulares (Yoshida et al., 2002). La

correlacion que observamos entre el contenido celular de IAPs y el grado de
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proteccion en presencia de dexametasona, sugiere que en este modelo, la
activacion de NF-kB es requerida para la expresion dependiente de dexametasona
de moléculas antiapoptoéticas especificas. De hecho, se han identificado sitios kB en
los promotores de c-IAP1, c-IAP2 y XIAP (Deregowski et al., 2002a). En las células
que expresan IkBa mutado, la disminucion acentuada de c-IAP1 y XIAP, que
persiste incluso en presencia de dexametasona, correlaciona con un incremento en
la susceptibilidad al TNFa. Queda por determinar si los transcritos de estas
proteinas antiapoptoéticas muestran el comportamiento esperado, lo cual reflejaria

un efecto transcripcional directo.

La proteccion conferida por la dexametasona contra la citotoxicidad del TNFa
en células L929, podria ser usada como un modelo para estudiar los mecanismos
protectores involucrados en la resistencia a la remision de tumores dependientes de
hormonas esteroides, la cual es una caracteristica frecuente en algunas formas
agresivas de cancer de mama y de prostata. En el caso de cancer de glandula
mamaria, la proteccién se asocia a la presencia del receptor de estrégenos. La
activaciéon del receptor esta asociada a una progresién maligna y al desarrollo de
metastasis, 10 que condujo a terapias basadas en la interferencia con los
estrégenos: la remocion quirlurgica de los ovarios que posteriormente fue sustituida
por el uso de antagonistas del receptor de estrogenos (como el tamoxifen). Seria
interesante evaluar la importancia del sistema NF-xB en las células de cancer de
glandula mamaria dependiente de estrogenos, con el fin de corroborar si nuestros

hallazgos se pueden extrapolar a un modelo de cancer humano.

La necesidad de NF-«xB para la proteccion conferida por dexametasona
contra la muerte celular dependiente de TNFa, apunta hacia NF-«xB como un posible
blanco terapéutico. De hecho, existen reportes recientes en los que se propone a
NF-kB como posible blanco terapéutico en diversos tipos de cancer (Fan et al.,
2008;Holcomb et al., 2008;Sebens et al., 2008;Sethi et al., 2008). La interferencia
con esta via de sefalizacion podria tener un efecto benéfico en el tratamiento de
tumores dependientes de hormonas al hacerlos mas sensibles al efecto de citocinas

citotoxicas endodgenas. Sin embargo, es importante no perder de vista que la
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estrategia de inhibicion de este factor, debe de estar enfocada a lograr una

inhibicién localizada y no sistémica.

Los resultados obtenidos con la mutante negativa en sistemas in vitro, son
altamente especificos al interferir con la funciéon de una sola proteina, en contraste
con los estudios farmacoldgicos que pueden estar contaminados con interacciones
imprevistas del farmaco. Desafortunadamente in vivo, aun no existen terapias
génicas aplicables a ninguna enfermedad humana, por lo que sigue siendo
necesario considerar las intervenciones farmacoldogicas. En este caso, los
inhibidores de las IKKs como Bay117085, que in vitro es un inhibidor eficaz de la
activacion de NF-«xB, no son aplicables in vivo debido a su alta toxicidad (Pierce et
al., 1997). La nueva generacion de péptidos analogos a IKKy, podria ser aplicable in
vivo, sin embargo aun faltan estudios que garanticen su uso de manera segura en
humanos. Por el momento, queda el uso de la aspirina (acido acetilsalicilico) que al
acetilar a las IKKs también se ha reconocido como un potente inhibidor de NF-«kB.
Estudios retrospectivos con este farmaco, han mostrado un efecto favorable en la
progresion de cancer de colén (Din et al., 2004;Kim et al., 2006;Wong et al., 2003),

y los efectos observados son atribuibles a la inhibicion de NF-«xB.

Por otra parte, nosotros determinamos en experimentos preeliminares, que la
dexametasona afecta el ciclo celular promoviendo arresto de las células en G4, y en
menor proporcion en presencia de la citocina ademas de la dexamtesona. También
observamos que la dexametasona provoca una disminucion considerable del
porcentaje de células en fase S, lo cual correlaciona con lo observado en
experimentos de conteo celular en los que observamos que ocurre una disminucién
del numero celular sin presencia de células muertas, sugiriendo esto un efecto
inhibidor de la proliferacién celular por parte de la dexametasona. Considerando los
antecedentes, suponemos que el arresto en el ciclo celular promovido por la
dexametasona podria tener un efecto cooperador (junto con los efectos promovidos
por NF-kB) en la ausencia de respuesta a la muerte por TNFa. Hasta ahora, con los
resultados obtenidos no podemos determinar la medida en la que el ciclo celular
contribuye al fendmeno que estudiamos. La busqueda de ciclinas y de marcadores

de ciclo celular, aportaria informacién que permita establecer la participacién del
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arresto del ciclo celular durante la proteccion mediada por dexametasona contra el

efecto citotéxico del TNFa.

Finalmente, reuniendo los datos generados en este estudio podemos sugerir
un modelo para explicar la proteccion conferida por la dexametasona contra el
efecto citotoxico del TNFa, y en el cual NF-xB es un elemento esencial (Figura 17).
Al unirse el TNFa a sus receptores de membrana, activa una cascada de
sefalizacion que involucra el acoplamiento de varias proteinas a la region
citoplasmica del receptor. Esta cascada, tal y como ya se ha reportado, conduce a
la activacion tanto de sefiales de muerte celular (caspasas), como de sobrevivencia
(NF-xB y PI3K). Sin embargo, a pesar de la activacion de estas sefiales de
sobrevivencia, el balance final en la activacion de esta cascada conduce a muerte
celular. En presencia de dexametasona, el destino de las células se dirige a
sobrevivencia, y esta cascada, curiosamente, requiere del NF-xB activado por TNFa
para que la dexametasona lleve a cabo sus efectos protectores contra la
citotoxicidad de la citocina. Es importante considerar que la dexametasona por si
misma no induce la activacion del factor transcripcional. En nuestro sistema, PI3K

no contribuye a la proteccion conferida por dexametasona.

Por ultimo, podriamos atribuir el efecto inhibidor de la citotoxicidad del TNFa,
a una combinacibn de mecanismos entre los que claramente, el factor
transcripcional NF-xB es un elemento necesario, y la inhibicion del ciclo celular
podria estar contribuyendo al fendmeno de alguna manera hasta ahora no del todo

clara.
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Figura 17. Representacion esquematica del mecanismo propuesto para explicar la proteccion

mediada por dexametasona contra el efecto citotoxico del TNFa.
TNFR, receptor para TNFa; DD, dominio de muerte; TRADD, proteina asociada al dominio de muerte
del R-l ; RIP, proteina 1 de interaccion con el receptor; TRAF2, factor 2 asociado al receptor de
TNFa; IKK, complejo de cinasas de IkB; p65/p50, heterodimero de NF-«B; 1kB, inhibidor citoplasmico
de NF-xB; IkBam, inhibidor citoplasmico mutado de NF-xB, no fosforilable; p85/p110, fosfatidil
inositol 3 cinasa o PI3K; Akt, sustrato de la PI3K ; RGm, receptor de glucocorticoides membranal;

IAPs, proteinas inhibidoras de apoptosis.
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La dexametasona confiere una proteccion completa (dependiente de la dosis)
contra la citotoxicidad del TNFa, a diferencia de otros mecanismos que

solamente protegen transitoriamente.

La via de PI3K/Akt, no parece ser relevante en el fenomeno de proteccién
observado en presencia de dexametasona. Ademas, la inhibicion de la via de
PI3K/Akt no interfiere con la activacion normal de NF-kB, por lo que en este

modelo suponemos que no hay interrelacién entre ambas vias.

La via de NF-xB es relevante en el fenomeno de proteccion contra la

citotoxicidad del TNFa observado en presencia de dexametasona.

La ausencia de activacion de NF-xB en las células que sobreexpresan la
forma mutada de IkB, correlaciona con una exacerbacion de la citotoxicidad

en respuesta a TNFa.

Las proteinas IAPs son un blanco importante posterior a la activacion de NF-
kB, cuya cantidad correlaciona con la sobrevivencia en presencia de

dexametasona.
La dexametasona provoca un arresto de las células en la fase G; del ciclo
celular, que podria contribuir a la insensibilidad al efecto citotéxico del TNFa

debido a la ausencia de ciclinas propias de dicha fase.

Las respuestas inducidas por TNFa son consecuencia de un balance entre

sefales proapoptoticas y antiapoptoticas que favorece a la muerte celular.
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8. La presencia de dexametasona y TNFa, determina que las sefiales inducidas

por la citocina favorezcan las respuestas asociadas a sobrevivencia, en

particular, NF-xB y los blancos posteriores a este factor, tales como las IAPS.

Los resultados obstenidos, en conjunto, sugieren que NF-kB es un elemento
esencial en la proteccion conferida por dexametasona contra el efecto
citotoxico del TNFa. La ausencia de activacion de este factor transcripcional,
incapacita a la célula para contender contra el efecto citotdxico
desencadenado en respuesta al TNFa en presencia de dexametasona.
Ademas, el aumento en la citotocicidad observado durante la inhibicion de

NF-xB, sugiere la participacion de este factor en otras vias de sobrevivencia.
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13.PERPECTIVAS Y CONSIDERACIONES FINALES

Los datos presentados en este trabajo, muestran que en nuestro sistema, la
proteccion conferida por dexametasona contra el efecto citotéxico del TNFa
requiere la participacion de NF-xB, y no asi de PI3K/Akt. Nuestros resultados
apoyan reportes previos, y abren la posibilidad de abordar nuevas preguntas que
se derivan del mismo y que permitirian fortalecer la hipétesis que nos

planteamos.

1. En este trabajo, estudiamos la participacion de dos moléculas que se
asocian a procesos de sobrevivencia y proliferacion, durante la
proteccion mediada por dexametasona contra la citotoxicidad del
TNFa. Seria interesante abordar la pregunta desde la perspectiva de
las moléculas proapoptoticas. ¢Como se comportan las moléculas
proapoptoticas, tales como los miembros de la familia Bcl-2 cuando se
bloquea la muerte por dexametasona?, ¢,Se lleva a cabo y cémo es la
activacibn de caspasas durante la proteccibn mediada por

dexametasona contra el TNFa?

2. Cuando se bloquea la activacién de NF-kB y por lo tanto la proteccién
conferida por dexametasona (en las células que sobreexpresan la
mutante de 1kB), ¢ COmo se comportan las moléculas proapoptoticas y
antiapoptoticas tales como los miembros de la familia Bcl-2?, ¢cémo

es la activacion de caspasas en éstas células?

3. Se ha reportado que la dexametasona tiene efectos sobre la
regulacion del ciclo celular. Los datos mostrados en este trabajo,
revelan que las células arrestadas en el ciclo celular por deprivaciéon
de factores de crecimiento, no son susceptibles al efecto citotoxico del

TNFa, en proporcion similar a la observada con dexametasona. En
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este sentido, la pregunta que nos planteamos es ¢ COmo se comportan
algunos marcadores de ciclo celular (ciclinas) en las células protegidas

por dexametasona contra la citotoxicidad del TNFa.?

Se sabe que los glucocorticoides inducen efectos no gendémicos y
gendmicos de los cuales ya se hablé en la introduccion. Existen
puntos de convergencia (cross-talk) que pueden ocurrir tanto a nivel
citoplasmico como a nivel nuclear, entre algunos factores de
transcripcion (como NF-xB) y el receptor de glucocorticoides. En
nuestro modelo y con los datos generados, no podemos saber en que
medida se ve afectada la maquinaria a nivel nuclear, y si la ausencia
de proteccién por dexametasona en la mutante de IkB, se debe a
fendmenos que ocurren solamente en el citoplasma o también a nivel

de la transcripcion.

Dado que el receptor de glucocorticoides unido a su ligando se
trasloca al nucleo y tiene funciones como factor transcripcional, surge
una pregunta: ¢Como es la traslocacion nuclear del receptor de
glucocorticoides cuando las células se encuentran protegidas con
dexametasona y cuando se inhibe la proteccion (en las células que
sobreexpresan la mutante de IkB)?, ¢Es comparable dicha
traslocacién? Si la respuesta fuera afirmativa, podriamos estar un
poco mas cerca de afirmar que en este modelo la proteccion se debe

a respuestas de tipo gendmico mas que de tipo no gendémico.

En este trabajo, pudimos observar cambios en el nivel de las IAPs en
una primera aproximacion. Seria interesante ahora, bloquear
completamente a las IAPs (con RNAI por ejemplo), y evaluar el efecto

de esta inhibicion sobre la proteccién conferida por dexametasona

contra la citotoxicidad del TNFa.

Ya se han reportado microarreglos de células tratadas con

dexametasona o con TNFa, pero solamente por separado. En nuestro
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sistema, seria de interés realizar microarreglos en células tratadas con
ambos estimulos y determinar si existe alguna diferencia en los genes
gue se activan en respuesta a los estimulos separados y estimulos

conjuntos.

Falta por examinar el ciclo celular en las células que sobreexpresan la
mutante de IkBa y que no traslocan NF-«kB. ¢(De qué manera la
ausencia de activacion de NF-xB afecta el ciclo celular?, ¢Las células
gue sobreexpresan la mutante de IkBa. ciclan mas rapidamente y por
lo tanto son mas sensibles al efecto del TNFa? , ¢Es diferente el
patron de expresion de ciclinas en estas células con respecto a la
linea parental? y ¢ De que manera la ausencia de activacion de NF-kB

modifica este patron de expresion de ciclinas?
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Abstract  Tumor necrosis factor alpha (TNF-a) is one of the
hest-described cell death promoters. In murine 1929 fibroblasts,
dexamethasone inhibits TNF-g-induced cvtotoxicity, Since phos-
phatidyl inositol 3 kinase (PI3K) and nuclear factor kappa B
(NF-kB) proteins regulate several survival pathwavs, we evalu-
ated their participation in dexamethasone protection against
TNF-a cell death. We interfered with these pathwavs by over-
expressing a negative dominant mutant of P1I3K or a non-degrad-
able mutant of inhibitor of NF-kB alpha ( IkBa) (the cvtoplasmic
inhibitor of NF-kB) in LY2% cells. The mutant IkB. but not the
mutant PI3K, abrogated dexamethasone-mediated protection.
The loss of dexamethasone protection was associated with a
diminished accumulation in XIAFP and c-1AP proteins.

@ 2005 Published by Elsevier B.V. on behalf of the Federation of
European Biochemical Societies.

Keywords TNF-2; IkB; TAP; Cytotoxicity; Dexamethasoneg;
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1. Introduction

Tumor necrosis factor alpha (TNF-x) is a cytokine that in-
duces cell death through specific receptors (TNF-RI and
TWNE-RII) [1-3]. the cytotoxicity pathway involves the activa-
tion of caspases § and 10 [4]. Parallel to this death signaling
pathway, an antagonist muclear factor kappa B (NF-xB)-
dependent survival response is activated [5]. The final balance
hetween this two opposing signals determines the fate of the
cells exposed to TNF-a.

"Corresponding authors. Fax: +1 52 55 56 66 00 11.
E-mail addresses: cmendozaiiifc.unam mx (C. Mendoza-Milla),
bioquimi@guetzalimns.mx (&£ Dehesa).

Abbreviations: TMF-a, tumor necrosis factor alpha; NF-kB, nuclear
factor kappa B; 1B, inhibitor of NF-gB; EMSA, electrophoretic
mohility shift assay; PI3K, phosphatidyl inositol 3 kinase; PAGE,
polyacrvlamide gel electrophoresis; Ab, antibody

The TNF-a-mediated cytotoxic effect on L929 is a well char-
acterized model, that involves strong necrotic and apoptotic
components [6]. While TNF-a-dependent cell death is only de-
layed by overexpression of Bel-2 [7], the synthetic glucocorti-
coid ((GC) dexamethasone, confers complete protection
apainst TNF-x cytotoxicity [8].

Cellular responses to GCs require the formation of an active
complex with the glucocorticoid cytoplasmic receptor (GR)
that modulates transcriptional activity [9), leading to the
expression or repression of a larpe varety of tarpet penes
[10]. In addition to these direct nuclear effects, dexamethasone
has been shown to promotes cytosolic activation of phosphati-
dylinositol 3 kinase (PI3K) and Akt proteins associated to dif-
ferent survival pathways [11,12].

Two main pathways of cell survival have been described: one
regulated by NF-kB, and the other by PI3K. Inactive NF-xB is
retained in the cytoplasm bound to inhibitor of NF-xB (IxB}
family members [13]. Upon activation through TNF-s-depen-
dent phosphorylation and ubiguitin-mediated degradation of
the [kB proteins, NF-xB translocates to the nucleus and upreg-
ulates a panel of proteins, including the anti-apoptotic proteins
c-IAPL c-IAP2 and XIAP [14,15]. Deficiencies in NF-xB acti-
vation or inhibition of new protein production render a cell ex-
tremely sensitive to TN F-x [16].

The ability of the PI3K/Akt pathway to suppress apoptosis
has been attributed to both Bad and caspase-9 phosphoryla-
tion [17] as well as to ceramide regulation [18]. In addition
to these anti-apoptotic effects, TNF-a-dependent activation
of Akt can also contribute to cell survival by activating NF-
kB [19].

It has been demonstrated that NF-xB is able to inhibit apop-
tosis triggered by TNF-2 [20], and that NF-xB activation by
both, constitutively active PI3K or Akt suppresses TNF-u-
dependent apoptosis of MCFT and HEK 293 cells [18].

In this study, we have interfered with the PI3K/Akt or the
NF-xB pathways in an attempt to abrogate the protection con-
ferred by dexamethasone against TNF-s-induced cyvtotoxicity
in L929 cells. While the PI3K/Akt pathway is not involved
in the dexamethasone protection apgainst TN F-2 cell death, dis-
ruption of the NF-xB pathway by a non-degradable IxB
mutant abolished the protection conferred by dexametha-
sone. In addition, the loss of dexamethasone protection was

(0 14-579%530.00 © 2005 Published by Elsevier BV, on behall of the Federation of European Biochemical Sodeties,
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assoviated with a lower accumulation of anti-apoptotic XIAP
and c-IAP proteins.

2. Materials and methods

20 Cell culture and reagents

Murine L929 cells were obtained from ATCC and subcloned by se-
rial dilutions. We used one specific clone with high sensitivity to
TMNF-= for all experiments [21]. Cells were grown in minimuwm &ssen-
tinl medium (MEM) supplemented with I mM glutamine, 1% (viv)
penicillinfsreptomyein and 10% FBS at 37°C in a humidified atmo-
sphere with 5% CO0y. Cytotoxicity experiments were performed at a
cell density of 20000fcellsiom™ on 10 cm dishes or 48-well plates.
Murine recombinant TNF-2 and polvelonal antibody (pAb) against
c-1APL, XIAP and feactin were from R&D Svstems (Minneapolis,
MNL pAb against phosphorvlated and total Akt were from Pharm-
ingen (San Diego, CA) Abs apainst IkBa, and consensus oligonu-
cleotide for NF-kB were from Santa Cruz Biotechnology (Santa
Cruz, CA). Horseradish peroxidase-conjugated, anti-rabbit g0,
anti-goat 1gl (Zymed, San Francisco, CA), or anti-mouse TeG
(Pierce, Rockford, IL) were used. All other reagents used were ob-
tained from Sigma-Aldrich.

2.2, Cell viahility assays

Cell wiahility was evaluated by crvstal vielet staining as previously
describad [22). Briefly, cells were treated as indicated, and fixed with
1.1% glutaraldehvde at the end of each experiment. After washing
with de-ionized water and air-dried plates were stained with a 0.1%
crvstal violet solution. The bound dve was solubilized with 10% ace-
tic acid and guantified ar 590 nm (Bio-Tec Instruments, Winoosky,
VT).

2.3, Expression ploseids and generation of stable transfectants

Plasmids SRa-ApBS (kindly provided by Dr. W. Ogawa and D M.
Kasuga [23]). containing the cDNA of the dominant-negative mutant
pRig-regulatory subunit of PISK lacking the pl1{ binding site, and
PCMV4-IkBa mutant (kindly provided by Dr. Dean Ballard and D,
Goeddel [24]). containing flag IxBa with a double point mutation
532/36-A32/36, were uwsed to subclone the ApR3 or IkBa cDNAs into
pCINX-GFPN (kindly provided by Dr. C. Chrdenas Aguavo, CIN-
VESTAY, Mexico). 1929 cells were (3 = 10°) were seeded on fowell
plates 24 h before transfection with 1 pg of the plasmid DNA, using
a calcium phosphate ransfection kit (Invitrogen Co., CA) ollowing
the manufacturer’s instructions. The clones were selected with
2.5 mg/ml G418 (Gibco BRL, Rockville, MD). In both cases, expres-
sion of the recombinant proteins was revealed by Western blot, At
least two stable clones and one control clone with an empty vector
were used in all experiments. Translection efficiency was standardized
according to fuorescence of the GFP.

2.4 Nuvlear extract preparation and EMSA

Muclear translocation of NF-gB was evaluated by electrophoretic
mobility shilt assay (EMSA). Cells were stimulated with [ ngfml re-
combinant TNF-a for the indicated times and nuclear protein was ob-
tained a5 described earlier [25]. Profein  concentrations were
determined using a commercial Bradford assay (Bio-Rad, Hercules,
CA). EMSA was performed as previously described [26] on 3% poly-
acrylamide gels. Diiad pels were exposed to a Storage Phosphor Screen
and scanned with a Storm B30 Phosphorimager (Molecular Dvnamics,
San Francisco, CA). Gels were analvezed with the Image Quant sofi-
ware {Molecular Dynamics),

2.5 Western blot analvsis

Total protein lvsates (50 pg) were separated by 10% SDS-polvacrvl-
amide gel electrophoresis (PAGE) and wansferred to a Hybond-ECL
nitrocellulose membrane {Amersham, Buckinghamshire, UK) as de-
scribed before [25]. Membranes were blocked with 5% skimmed milk
and probed with the indicated Abs. The antigen-antibody complex
was detected by enhanced chemiluminescence (Pierce) Sipnals were
normalized against f-actin.
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2.6 Sravistical analysis

Data are presented as mean values £ SEM. and P values were
determined by unpaired Student’s ¢ o@at. All experiments were per-
formed in triplicates and were repeated at least three times, For Wes-
tern blot and EMSA, a representative assay is shown.

3 Results

3.1, Dexamethasone confers protection against TNF-a-
cytoefoxicity

In 1929 cells TNF-a-induced cell death in a dose and time
dependent manner (Fig. 1A). After 24 h of treatment with
| ng/ml, cell viability fell down to 16%, and by 48 h it was be-
low 2% At a higher dose (5 ngfml), the viability decrensed to
4% at 24 h and was undetectable by 48 h (Fig. 1A). The treat-
ment of L929 cells with TNF-x (1 ng'ml) and mcreasing doses
of dexamethasone (0.01-10 pM) for 24 h shown suppression of
the TNF-a-induced cell death n a dose-dependent way (Fig
2B). Complete protection occurred at 10 pM, even after 72 h
of culture (data not shown).

3.2 The PI3IK-Akt signaling pathway is not involved in the
dexamethasone-mediated protection from TNF-x
In order to evaluate the role of the PI3K/AKL pathway in the
protection conferred by dexamethasone against the TNF-u-in-
duced cell death, we used wortmannin [19] or 2 dominant

=y [y
3= an
1 1

survival (%)
i

Time (h) "1 a8 21 ee
TNF (ng/ml) 1 5

B 120 - &

g

80 -
60 -
40

survival (%)

20 -

0
Dex (uM) o 0601 04 1 10
THF 1 ng/ml  + + + + +

Fig 1. Dexamethasone prevented TNF-a cvtotoxicity in L9249 cells.
(A) Cell survival of L9929 cells stumulated with TRF-a (1 or 5 ng/ml)
for either 24 or 48 h. The percent is in respect with an untreated
control. (B) Cell survival of L929 cells stimulated with TNF-a and
increasing concentrations of dexamethasone (Dex) for 24 h. The
percent is in respect with controls treated with indicated doses of
dexamethasone, ™ P < 0.05 vs. control.
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Fig. 2. Dexamethasone had no effect on the THNF -a-induced activation
of Akt (A) Western blot against phosphorylated Akt protein (pAkt)
or f-actin in ol Dsates of LY29 cells exposed (o 1 ng/ml of TNF-2
during I, 5, 10, 20, and 40 min; (B) increéasing concentrations of
dexamethasone during 20 min: or (C) co-incubated with 1 ng/ml of
ThF-a at the indicated concentrations of dexamethasone during
20 min.

negative form of PI3K (Ap85). PI3K activation was measured
by evaluating the phosphorylation of Akt using phospho-spe-
cific antibodies. In the parental cell line, TNF-x induced a
transient time-dependent merease in Akt phosphorylation with
a4 maximal mduction (6-fold) at 10 min compared with un-
treated control (Fig. 2A). Addition of dexamethasone alone
or TNF-a plus dexamethasone mduced similar Akt phosphor-
viation levels (Fig. 2B and C) that were lower than the one
induced by TNF-x In all cases B-actin was used as loading
control.

TNF-w-induced phosphorylation of Akt was completely
blocked in parental cells treated with wortmannin and in
ApH S expressing cells (Fig. 3A, second and third rows). Inhibi-
tion of Akt phosphorylation by wortmannin or Ap#S expres-
sion, did not affect the nuclear translocation of NF-xB (Fig.
3A, bottom row), neither the protective effect of dexametha-
sone against TNF-a cytotoxicity (Fig. 3B). We assured that
pharmacologically active wortmannin was present even after
24 h of mcubation by analyzing its ability to interfere with
TNF-a-dependent Akt phosphorylation. In ApE35 stable trans-
fectants, the amount of NF-xB translocated to the nuclens m
basal conditions and following TNF-x treatment were similar
to those i parental L929 cells (data not shown). These results
suggest that the PI3K/Akt pathway is not relevant for the pro-
tection conferred by dexamethasone apamst TNF-x-induced
cell death in 1929 fibroblasts.
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Fig. 3. Dexamethasone protection against TNF-a-induced cell death
was not mediated by Akt [unction. (A) Western blot against
phosphorvlated (pAkt) or wtal (tAkt) Akt protein in parental
(L929), or negative dominat (ApB3) expressing cells. Membranes were
stripped and re-blotted when required. When indicated cells were
treated with 1 pM wortmannin {Wort). The botom panel (NF-x B}
corresponds to nuclear translocation of NF-kB in ApRiexpressing
cells treated as indicated, Cells were incubated For 20 min with 1 ng'ml
OFf TNF-2, 10 pM dexamethasone or both, {B) Cell survival with TNEF-
a (1 ng'ml) (white bars) or TNF-a plus dexamethasone (10 pM ) (black
bars), in parental cell line, in the presence of | pM wortmannin (Wort)
or in negative dominat {ApE3) cells, stimulated For 24 h,

3.3. NF-kRB signaling pathway is required for dexamethasone
protection against TNF-a-induced cell death

To evaluate the participation of the NF-xB pathway in the
protection conferred by dexamethasone against TNF-x eyto-
toxicty, we blocked nuclear translocation with a non-degrad-
able mutant IxB protein (IxBom). In the parental cell line,
dexamethasone did not affect NF-xB activation either InBax
degradation (Fig. 4).

In contrast to endogenous IxBa, the IxkBam protein was not
degraded after TNF-x stimulus (Fig. 5A), and prevented nu-
clear translocation of NF-xB (Fig. 5B). The overexpression
of IxBam  dramatically abrogated the dexamethasone
(10 pM) protection against TNF-a (] ng/ml), reducing survival
from 100%% to 224 at 24 h (Fag. 5C), suggesting that NF-xB
participates m the dexamethasone protection against TNF-o.
Moreover, the expression of the IxBam protein significantly
increased cell death mediated by TNF-x, reducing viability
from 194 to 11%. Since dexamethasone on its own had no
effect on NF-xB activation, nor did it affect NF-xB nuclear lev-
els during TNF-a stmulation (Fig. 4), it appears that the
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Fig. 4. Dexamethasone had no effect on the TN Fa-induced activation
of NF-kB Western blot of IkB (upper panel) or fractin, and noclear
translocation of NF-kB (lower panel). in parental cell line treated as
indicated, stimulated for 20min with [ ng/ml of TNF-2, [0pM
dexamethasone or hoth,

NF-xB required during dexamethusone protection is provided
by TNF-x stimulation.

34. Loss of dexamethasone protection by NF-xB inactivation
is associated with downregulation of TAF proteins

In an attempt to determine the effect of IkBam expression on
c-1AP and XIAP protein levels we followed their cdlular con-
tent by Western blot analysis. Our results shown that TNF-x
induced a time-dependent reduction in both, ¢-1AP and XIAP
protein levels (Fig. 6), which eorrelate with the onset of cell
death m 1929 cells. Dexamethasone mhibited the reduction
of the IAP protein levels induced by TNF-a (Fig. 6, TNF/

Dex). In contrast, IxBam increased the downregulation of

IAPs induced by TNF-a, even in the presence of dexametha-
sone (Fig. 6).

4. Discussion

It has been shown that Akt promotes cell survival, and pro-
tects against apoptosis through mechanisms not fully under-
stood. Using pharmacological inhibitors or negative
dominants against PI3K, we found that interfering with the
PI3K/Akt signaling pathway had no effect on the protection
conferred by dexamethasone apamst TNF-2 cytotoxicity on
L1929 cells. Interference with the NF-xB signaling pathway
through an IxBam completely eliminated the protective effect
of dexamethasone. Also, the absence of NF-xB activation cor-
related with a marked decrease of the content of the apoptosis
inhibitory proteins ([APs), suggesting their involvement m this
phenomenon.

In this moment, we cannot distinguish if the protective effect
of dexamethasone agamst the TNF-u observed i our system,
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Fig 5. Dexamethasone protection against TN F-a-induced cell death
requires NF-gB. (A) Western blot of IkBa or f-actin in cells expressing
the mutant form (IkBam ), overexpressed and endogenous [kB proteins
are indicated. (B) MNuclear translocation of NF-kB, in parental {first
lane) and IkBam cells (lanes 2-5). Cells were stimulated as in Fig. 4.
(C) Cell survival in parental (L929) and Ik Bam cells reated for 24h
with TNF-a (I ng'ml) (white bars) or TNF-a plus dexamethasone
(10 pM ) (Black bars), P <001 vs. parental cell line,
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Fig 6 Inactivation of the NF-g B pathway reduces protein levels of ¢
IAP and XIAP. Western blot of c-IAPL, XIAP or f-actin in parental
cells (L929) or IkBam-expressing cells (IkBam) treated as in Fig. 4.
Membranes were stripped and re-blotted when required,

IkBom
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is dependent on the GR or on a different steroid receptor, nor
discarding a possible combination of both of them.

Participation of the PI3K/Akt pathway in the NF-xB activa-
tion induced by TNF-2 1% a controversial issue. The differences
observed in the participation of the PI3K/Akt on the NF-xB
activation could be due to several reasons, including intrinsic
differences m cell types or lineages. While in some cell types
PI3K/AKL is essential for NF-xB activation [19], in others this
is not required [27]. In another hand, m primary human kerat-
inocytes PI3K/AKL activation occurs without NF-xB nuclear
translocation [28], suggesting that this pathway does not neces-
sary lead to NF-xB activation. This heterogeneity could in-
clude also variations in the concentration of the different
elements of the PI3K/Akt pathway, e.g.. different isoforms of
them or alternative NF-xB activating pathways. In this work,
we showed that NF-xB activation and dexamethasone protec-
tion are independent of PI3K/Akt pathway (Fig. 3A) on 1929
cells.

The lack of effect by ApES or wortmannin indicates that
down stream events, such as Bax phosphorylation [17], are
not relevant m the protection mechanism of dexamethasone.
It has been shown that the proportion of TKKx vs, IKKP s
i determining factor for the PIAK/Akt-dependent activation
of NF-xB in different cell types [29]. In Ap85 cells, the lack
of interference with TNF-x2 dependent NF-xB activation,
could be explained by a higher proportion of IKKB vs. TKKx
P9

Asmentioned above, NF-xB activation is required for dexa-
methasone-mediated protection and for this reason we decided
to analyze the NF-xB signaling pathway. In support of the
importance of the NF-xB pathway, we observed that the level
of NF-xB activation and degradation of endogenous IxkB in
parental L929 cells observed in response to TNF-x plus dexa-
methasone, s remarkably similar to that observed when trea-
ted only with TNF-x (Fig. 4, lanes 4 and 2, respectively,
upper and bottom panels). Although dexamethasone has been
reported to regulate TNF-a receptors in some cell types
[30.31], our results sugpest that dexamethasone does not affect
the strength of signaling of TNF-x receptors. We found a lmk
between dexamethasone protection against TNF-x and TNF-
a-dependent activation of NF-xB that may represents by itself
a protective mechanism, irrespective of the possible regulation
of THNF-a receptors.

Abrogation of the protection promoted by dexamethasone
against the TNF-a-induced cytotoxicity in the presence of Ixm
Bom, correlates with the absence of NF-xB nuclear transloca-
tion (Fig. 5). In support of the importance of NF-xB in the
protection, our results show that L929 cells stably transfected
with mutated Ix Ba where much more sensitive to the cytotoxic
effect of TNF-a (Fig. 5). Comparing the kinetics of cell death
between wild type and the mutant [«Ba cloned cells expressing
the IxBam, the clones died faster and to 4 greater extent (data
not shown). Taken together, our results suggest that dexa-
methasone protection is dependent on the TNF-w-mediated
activation of the NF-xB sinaling pathway.

A likely way for dexamethasone to provide protection is by
strengthenmg the survival signals. Microarray studies in dexa-
methasone treated cells show expression of a great variety of
genes [32], interestingly, the anti-apoptotic proteins [TAPI
and XIAP are induced in the presence of the glucocorticod
in different cell lines [33). The correlation that we observed be-
tween the cellular content of ITAPS and the protection degree in
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the presence of dexamethasone, suggest that in this model,
NF-xB activation i$ required for 4 dexamethasone dependent
expression of specific anti-apoptotic molecules. In fact, «B sites
have been identified in TAPL, TAP2 and XIAP promoters [32].
In cells expressing the IxBam, the enhanced downregulation of
TAP] and XIAP that persists even in the presence of dexameth-
asone, correlates with the increased susceptibility to TWNF-ao,
and further supports the notion that NF-xB signaling is essen-
tiz] to protection conferred by dexamethasone.

The protection conferred by dexamethasone against TNF-a-
cytotoxicity on L929 cells has been used as a model to study
the protective mechanisms involved i steroid hormone depen-
dent tumor resistance, a frequent characteristic in aggressive
forms of breast and prostate cancer.

The requirement of NF-xB for the protection conferred by
dexamethasone against TNF-a-mediated cell death points to-
ward the NF-xB pathway as a possible therapeutic target.
Interference with this signaling pathway could have a benefi-
cial effect in the treatment of hormone-dependent tumors ren-
dering them more susceptible to the effect of endogenous
cytotoxic cytokines.
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14.2 ANEXO 2: ABREVIATURAS

Akt
AMP
ATP
CREB
DCF
DD
DED
DISC
DMSO
DNA
DTT
EMSA
Erk
FADD
FAS-L
I. F.
kB

IKK
IL-1B
LPS
LTa
LTB
MAPK
MEM
NF-xB

NGF
NIK
PARP-1
PBS
PI3K
PKA
PKC
PLA2
PLC
RIP1
RNAmM
ROS
SFBi
SODD
TNFa
TNFR-I
TNFR-II
TRADD

PKB; proteina cinasa B

Adenosina 5"monofosfato

Adenosina 5'trifosfato

Proteina de union a elementos de respuesta a AMPc
2',7’-diclorofluoresceina

Dominio de muerte

Dominio efector de la muerte

Complejo de sefalizacion inductor de la muerte
Dimetilsulfoxido

Acido desoxirribonucleico

Ditiotreitol

Ensayo de retardo en la movilidad electroforética
Cinasa regulada por seiales extracelulares
Proteina asociada al dominio de muerte de Fas
Ligando de FAS

Intensidad de fluorescencia

Inhibidor del factor de transcripcion nuclear de la cadena k de
anticuerpos de las células B

Complejo de cinasas inhibidoras de kB
Interleucina 1 beta

Lipopolisacarido

Linfotoxina alfa

Linfotoxina beta

Cinasa de proteina activada por mitbgeno
Medio esencial minimo

Factor de transcripcidén nuclear de la cadena «x de anticuerpos de
células B

Factor de crecimiento neural

Cinasa inductora de NF-xB

Poli(ADP-ribosa) polimerasa

Amortiguador salino de fosfatos

Fosfatidil inositol-3cinasa

Proteina cinasa A

Proteina cinasa C

Fosfolipasa A2

Fosfolipasa C

Proteina 1 de interaccion con el receptor

Acido ribonucléico, mensajero

Especies reactivas de oxigeno

Suero Fetal Bovino inactivado

Silenciador de dominios de muerte

Factor de Necrosis Tumoral alfa

Receptor del TNFa tipo |

Receptor del TNFa tipo Il

Proteina asociada al dominio de muerte del R-I
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TRAF Factor asociado al receptor del TNFa.
TRAIL Ligando inductor de apoptosis relacionado a TNF.
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