25
ZEy-

&R 3“5‘3——‘3’ UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOCMA
V\V’ .,:.:. Zeb, ,j’f“
3 L DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

ANALISIS DE LAS RESPUESTAS A ESTRES
DURANTE LA MUERTE CELULAR INDUCIDA POR
EL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL (TNF-x)

T E S | N

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

B I O L O G A
P R E 8 E N T A

MA. DEL PILAR } CAMACHO LEAL

DIRECTOR DE TESIS: DR. ’ALETIANDRO\ZENTELLA DEHESA

1999 \




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

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

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



VAIVERADAD NACIONAL i
AVENEMA DE
Mexco

M. en C. Virginia Abrin Batle

Jefe de 1a Divisi6n de Estudios Profesionales de la
Facultad de Ciencias

Presente

Comunicamos a usted que hemos revisado el trabajo de Tesis:

"Anilisis de las respuestas a estrés durante la muerte celular inducida por
el factor de necrosis tumoral {TNF—a} "

realizado por
po Ma, Del Pilar Camacho Leal

con numero de cuentd g,55329-9 , pasante de la carrera de¢ pyorocIa

Diche trabajo cuenta con nuestro voto aprobatorio.

Atentamente
/yizmz W

Dircctor de Tesis

Propictario Dr. Alejandro Zentella Dehesa
. Propietario Dr. Julio Moran Andrade

Propietario Dr. Emilio Rojas del Castillo
- Suplente M. en C.Victor Manuel valdés Lopez (ol cld
v Suplente bra. Georgina ﬁ&%@&@g&fﬂaﬁ%@% ti!‘lei’:

-

M

Consejo Dcpa;nmoq{.:l" giz
oA aZf

-l-

Dra. Edna Marlg__g,g..\.rez Diaz
DRPARTAMENTG
DL BIOLOGIa



Este trabajo se realizé en el Departamento de Biologia Celular det Instituto de
Fisiologia Celular, UNAM, bajo ia direccion del Dr. Alejandro Zentella Dehesa.

Durante la realizacion de este trabajo se conté con el apoyc econdmico del
proyecto del PAPIIT DGAPA, UNAM IN200386

Durante la realizacion de este trabajo Pilar Camacho Leal conté con el apoyo
econdmico del Programa de Becas para Tesis de Investigacion (PROBETEL)
de la coordinacion de Programas Académicos, UNAM.



“Quien no conoce nada, ne ama nada. Quien no puede hacer nada, no comprende
nada, Quien nada comprende, nada vale. Pero quien comprende también ama,
observa, ve... Cuanto mayor es el conocimiento inherente a una cosa, mas grande es

el amor...”

PARACELSO



Ante todo este trabajo esta dedicado a mis padres....tal vez nunca he
conseguido demostrar del todo cuanto los quieto; pretendo que esto, gue es
solo el primer contacto con el mundo real, no solo en términos académicos;
sea un pequefio reconocimiento a su esfuerzo y al apoyo incondicional que me

han brindado y reflejo patente de la formacion que he recibide de su parte.
GRACIAS.

A mis hermanos, Dario y Ledn Felipe, que han sido parte importante en mi

vida.



Quiero agradecer a toda la gente que me ha apoyado tanto en lo académico
como fuera del ambito de trabajo, a todos gracias.

A los origenes, familia Camacho y familia Leal, En especial a la abuelita Rosita

que siempre esta pendiente.

A alguien que siempre ha estado conmigo en los buenos y malos ratos, una
persona como pocas...gracias Dago.

A la familia Acevedo, porque han sido siempre un apoyo muy grande.

A mis amigos de la prepa {Hugo, Héctor, Erik, Julian, Jano, Gabo, Danieles,
Lucia, Geno, Ricardo, Ireris, Elisa, Ana) y de la facultad (Tofio, Froy, Viet, Fer,
Mario, Mao, Luis, Norman, Héctor, Daniela, Roca, Joaquin, Vero, Lorena,
Maika, Omar, Adan) con quienes he vivido momentos irrepetibles. En especial

ala Leo, de las pocas amigas legitimas.

Al Dr. Alejandro Zentella, por estar dispuesto a ensefiar, por su apoyo en el

desarrollo de mi formacion académica.

Al laboratorio Zentella, porque ademas de companeros de trabajo, son parte de
mi segunda casa. A Jose Luis, Adriana, Caty, Cris, Erika {la madre), Lucia, a
Rocio C. por sus consejos y su ayuda.

A Ricardo, Lety, Humberto, Enrique, que junto con Lucia me han echado ia

mano, ademas de compartir las inolvidables noches tropicales.



Al Dr. Hansberg por su apayo en la realizacion de estas tesis, a los miembros
de su laboratorio quienes ademas del apoyo académico siempre han hecho
patente su amistad, Pablo, Jessica, Adelaida, Fernando, Miguel, Daniel
{Dragon)}, Shaday.

A ia gente del IFC, a Fernando porque siempre logré subirme el animo, a Ere,
a Rocio Alcantara, a Ricardo Pineda, a la unidad de computo del IFC, Rodrigo

y Juan, que siempre soportaron que les descompusiera sus aparatos.

A todos los maestros de la facultad de Clencias, en particular a Héctor Lara,

que ademas de buen maestro, €s un buen amigo
A \os sinodales, por aceptar formar parte de este trabajo,

Dr. Emilio Rojas del Castillo
M. en C. Victor Valdez Lopez
Dr. Julio Moran Andrade

Dra. Georgina Garza Ramos



INDICE

ABREVIATURAS
RESUMEN
INTRODUCCION
Faclor de necrosis tumorat (TNF)
Muerte celular programada y apoptosis
Transduccién de [a sefial
Vias de muerte celular inducida por ef TNF
Activacion de la proteina cinasa C
Activacion de la fosfolipasa A2 (PLA2)
Metabolismo de esfingolipidos
Activacidn de cisteil-proteasas
TNF y estrés oxidativo
Defensas Antioxidantes
Manganeso Superdxido dismutasa (MRSOD)
Catalasa
Glutation oxido reductasa (GSH)
Proteinas de choque térmico
Proteina A20
Caracterizacidn de la resistencia a la muerte celutar
inducida por el TNF
ANTECEDENTES DIRECTOS
JUSTIFICACION
OBJETIVOS
MATERIALES Y METODOS
RESULTADOS
DISCUSION
CONCLUSION GENERAL
BIBLIOGRAFIA

o 0 ~ ~N o~ N B s A=

- = = L a2
-~ N W W . =

13
20
22
23
24
33
51

63
64



ABREVIATURAS

FACTORES Y PROTEINAS

TNF-¢t
TNF-B
iL-3
NGF
TNFRA1
TNFRpB
p55
CD120a
TNFR2
TNFRa
p75
DC120b
-1
FADD
TRADD
FAN
FLICE
RIP
JUNK
ICE
NFxB
AP-1
CAPK
DAG
ROS
PC-PLC
PLA2
PkCL
CED-3

Factor de necrosis tumoral alfa

Factor de necrosis tumoral beta
interleucina 3

Factor de crecimiento neuronal

Receptor del TNF tipo |

Receptor del TNF tipo il

Interleucina 1
Proteina asociada al dominio de muerte de! antigeno FAS
Dominio de muerte ascciado al TNF
Factor Asociado a la activacion de Ia esfingomielinasa neutra
Factor tipo ICE {caspasa-8)
Proteina que interactia con el receptor tipo 2 del TNF
Proteina cinasa nuclear de JUN
Convertasa de interleicina-1
Factor nuclear kappa B
Factor transcipcional formado por heterodimeros JUN-FOS
Proteina cinasa activada por ceramida
Diacilglicerol
Especies reactivas de oxigeno
Fosfolipasa C
Fosfolipasa A2
Proteina cinasa C zeta

Gen de muerte de Caenorhabditis elegans



Bcl-2

Gen 2 de linfoma de células B

NO Oxido nitrico

DNA Acido desoxiribonucleico

SOD Superdxido dismutasa

CAT Catalasa

GSHP Glutation peroxidasa

MnSOD Superdxiso dismutasa dependiente de manganeso
CuZnSOD  Superoxido dismutasa dependiente de cobre-zinc
GSH Glutatién oxidado

GSSG Glutation reducido

hsp Proteinas de choque térmico

A20 Producto génico primario inducido por el TNF
ICAMA Molécula de adhesion intercelular

VCAM-2 Molécula de adhesidn vascular

COMPUESTOS

MTT Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-1)-2,5-difeniltetrazolio
DCF Diacetato de dicloroflucresceina

H.O, Peroxido de hidrégeno

LINEAS CELULARES

L929-P6

L929-PR1

Clona sensible a TNF y puromicina generada de la linea
celular L929 proveniente de pulmén de raton

Clona transfectada con el plasmido de expresion p-BABE,
resistente a TNF y puromicina generada de la linea

celular LO29 proveniente de pulmén de ratén



RESUMEN

El factor de necrosis tumoral (TNF) es una citocina producida
principlamente por macréfagos activados, descrito inicialmente por su
capacidad de producir necrosis en tumores; sin embargo, su valor terapeitico
en el tratamiento del cancer ha sido limitado, ya que en dosis altas resulta muy
téxico para el organismo. In vifrg, el TNF produce muerte por apoptosis en
varias lineas celulares transformadas y en la linea celular de fibroblastos de
puimon de ratén L929. Este tipo de muerte celular es un proceso altamente
regulado, que es desencadenado y controlado por sefiales solubles mediadas
a traveés de receptores especificos. En el caso del TNF, el programa de muerte
se enciende por la union a sus receptores especificos sobre ta superfcie de la
célula, p55 (TNFR1) y p75 (TNFR2).

Un aspecto caracteristico de la actividad citotoxica del TNF es el incremento en
el estrés oxidativo, sugiriendo que la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) es importante como mediador de la respuesta citotdxica del
TNF, y que la respiracion mitocondrial juega un papel muy importante en la
generacion de este esirés oxidativo. Por lo anterior, estudios previos se han
enfocado en caracterizar la resistencia al efecto citotoxico del TNF en ciertas
lineas celulares, generando clonas resistentes al factor y evaluando en estas
los mecanismos de proteccion, tanto enzimaticos como no enzimaticos.

£n el presente trabajo se utilizd como modelo experimental 1a clona celular
PR1 resistente al efecto citotoxico del TNF, derivada de Ia linea celular L8829
de fibroblastos de pulmon de ratdn, evaluandg la participacion de mecanismos
de proteccion como la catalasa, la proteina de estrés A20 y la expresion de la
proteina de choque térmico hsp70, en la resistencia a la muerte celular
inducida por el TNF.

Se demostrd que la proteina hsp70 es un marcador de las respuestas
enddégenas al estrés térmico que protegen contra el efecto citotoxico del TNF y



del H,0,, que hay una relacién lineal entre la proteccidn contrz el efecto
citotoxico det TNF y los niveles de expresion de la proteina hsp70.

Los resultados demuestran que el estrés oxidativo es una de las vias de
muerte inducida por el TNF, ya que existe una correlacién entre la resistencia
al H,0,, v al TNF por parte de la clona L929 PR1. La determinacion de la
actividad de catalasa sugiere que la actividad de peroxidasa implicada en esta

proteccion no esté dada por esta enzima.



INTRODUCCION
Factor de necyosis tumorat {TNF)

El factor de necrosis tumoral (TNF), es una citocina producida
principalmente por macréfagos activados, aunque también por otros tipos
celulares como linfocitos T,B, o fibroblastos, los cuales secretan TNF-a o TNF-8
{1). In viiro el TNF actda comoc agente citotoxico en muchas células
transformadas, y también tiene efectos antitumorales in vivo en diferentes
sarcomas, fo cual lo hace un ¢andidato interesante como agente antitumoral (2).
Sin embargo, el valor terapéutico del TNF para ef tratamiento del cancer, se halla
limitado por sus efectos téxicos a altas dosis, a las que se induce choque séptico
capaz de producir dafio organico muitiple. Su aplicacion también se dificulta por la
amplia variacidon de sensibilidad de diferentes lineas tumorales in vitro, Asi,
mientras que algunas células tumorales muestran una baja sobrevivencia, otras
no responden a su efecto(2)

Muerte celular programada y apoptosis

La muerte celular programada identificada originalmente en el nematodo
Caernorhabditis elegans (3) se considerd, hasta hace poco, como un mecanismo
de recambio celular. Sin embargo, actualmente se ha propuesto gque tiene un
papel clave en la oncogénesis y en el fragil balance entre la proliferacion y muerte
celular, que contribuye a la homeostasis tisular.

En mamiferos se ha identificado un proceso homodlogo a la muerte celular
programada de nématodos, a este tipo de muerte en rmamiferos se le denomind
muerte por apoptosis, también denominada muerte celular fisioldgica. La
apoptosis, es un proceso fundamental en la morfogénesis y en la determinacion
de la constitucidn tisular, particularmente bien caracterizado en la eliminacion de
timocitos autoinmunes y en la muerte de neuronas simpdticas con sinapsis

deficiente. En estos dos casoes las células mueren por apoptosis en respuesta a la



desaparicion de diversos factores de crecimiento, como la IL-3, para el caso de
timocitos, o del NGF en el caso de las neuronas simpaticas. La accion de estos
factores de sobrevivencia interrumpe ia expresion de un programa de muerte que
se expresa de manera constitutiva. Por ¢l contrario el TNF y el ligando del
receptor APO/FAS activan el programa de muerte en células en las que éste esta
normalmente inactivo(4).

El primer paso en las diversas respuestas celulares inducidas por TNF, es
la union a receptores especificos localizades sobre la superficie de la célula. Se
han identificado y clonado dos tipos de receptores para el TNF, los cuales tienen
pesos moleculares de 55 kDa (TNFR1, TNFRB, p55 o CD120a) y 75kDa (TNFR2,
TNFRa, p75 o DC120b). En humanos y en ratones ia mayoria de las células
expresan ambos tipos de receptores aunque su expresién se halla regulada de
manera diferencial en diferentes tipos celulares. La expresion del receptor TNFR1
parece estar controlada por un promotor constitutivo que puede responder
débilmente al estimulo del TNF, IL-1, esteres de forbol, células epiteliales,
fibroblastos y células T, asi pues, la baja expresion constitutiva del receptor
TNFR1, y la expresién inducible del TNFR2 explican en parte las diferentes
respuestas fisiologicas por parte del factor (5). El dominio extracelular contiene el
sitio de union del TNF, ambos receptores poseen un 28% de homologia en esta
region, el dominio transmembranal de un solo cruce es pequeiio. EI dominio
intracelular de los receptores es totalmente diferente en ambos tipos; esta falta de
homotlogia entre los dominios intracelulares en los dos lipos de receptores,

sugiere que su activacion evoca diferentes sefiales de trandsduccidn (5) (fig 1).
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FIGURA 1. Representacion esquemética de los dos receptores del TNF-c. Ambos receptores
poseen un dominio extracelular (DE), con un 28% de similitud, una region transmembranal (RT) y
finalmente una reqidn infracelutar totalmente distinta para ambaos receptores (IR). La organizacion
estructural es caracteristica de una familia de receptores llamado TNF-NGF-R. Algunos otros
miembros de esta superfamilia son LT-fR, Fas, CD27, CD30, CDAQ, 4-1BB, el receptor de baja
afinidad NGF-R y OX40, asi como las proteinas virales PV-T2 y PV-AS3R. Aunque el dominio
citoplasmico de esta familia de receplores es diferente entre cada uno de ellos, gran parte de estos
receptores participan en respuestas proliferativas y citotéxicas.

St bien se ha demostrado la formacidn de homotrimeros del receptor
TNFRA1, no se ha descartado la posible formacion de heterotrimeros cuyo papel
transduccional ain no ha sido caracterizado. En la mayoria de las células, fa
activacién de los receptores ocurre por oligomerizacion de manera trimérica, vy
una vez formado el complejo TNFR1-ligando es internalizado rdpidamente. A
diferencia de el TNFR1, el TNFR2 no posee residuos de tirosina en su dominio
intracelular implicados en la internalizacidn por lo gque carece de una sefal para
su rapida internalizacién. Experimentos en los que se han utilizado anticuerpos

agonistas contra 1os receptores del TNF (6, 7) sugieren que, en la mayoria de los
3



casos, solo la unidn con el receptor TNFR1 es suficiente para la actividad

citotoxica, y que el receptor TNRF2 sinergiza las respuestas biologicas del
TNFR1(8).

Transduccion de la sefial

En general, para todas las citocinas, el mecanismo de transduccién de
sefiales se inicia con la interaccién del factor soluble con sus receptores de
membrana, lo que desencadena una cascada de senales intracelulares. La
secuencia de sucesos gue siguen la interaccion del TNF con sus receptores an
no $e& Conoce con precisién, aungue observaciones recientes en varias lineas
celulares sugieren 5 etapas (1, 2):
1) La formacién de complejos protefcos heteroméricos que incluyen a los
receptores tipo TNFR1 y TNFR2 (p55 y p75), proteinas acopladoras como FADD,
TRADD y FAN, ademas de proteinas cinasas como RIP y/o proteasas de la familia
de las caspasas como FLICE. Experimentos de mutagénesis y sobreexpresion de
todas estas proteinas, han llevado a la conclusion de que en esta primera etapa
es en donde se enciende mas de una via de transduccion: una asociada a la
muerte celular por apoptosis dependiente de FLICE, y otra asociada a los cambios
de expresidén génica que depende de RIP,
2) Se ha identificado una proteina denominada FAN cuya union al receptor tipo |
media la activacion de una esfingomielinasa que se asocia a un efecto citostatico
y en ocasiones citotoxico. La activacién de esta esfingomielinasa resulta en un
aumento en el recambio de esfingolipidos de membrana que da origen a
segundos mensajeros come ia ceramida y sus productos metabélicos como la
esfingosina y la esfinganina.
3) La rapida activacion de cascadas de transduccion en las que participan
proteinas cinasas como JUNK y la proteasa cinasa dependiente de ceramida
CAPK, proteinas fosfatasas del tipo 2A y proteasas solubles de la familia de la
convertasa de interleucina 1 {ICE).
4) La activacion de la transcripcion mediada por factores de transeripcion como

NFkB y AP-1 implicados en cambios en la expresion génica.



5) Paralelo a estos cambios de la fisiologia celular se produce un aumento en la
produccidn de radicales libres y consecuentemente un estrés oxidativo. La cadena
respiratoria mitocondrial es un componente importante en la generacion de este
esirés, aunque también se ha reportado la activacidon de oxidasas citoplasmaticas.
Se ha propuesto que este estrés también forma parte de la transduccién de ia
sefial dependiente del receptor tipo I, en particular a las respuestas dependientes
del factor transcripcionai NFxB.
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FIGURA 2. Representacion esquematica de las seftales de fransduccion desencadenadas por el
receptor p55 de TNF (TNFR1). La activacion de la esfingomielinasa neutra {SMN) por la interaccion
del dominio citoplasmico de la esfingomielinasa (NSD) con el factor proteico asociade a la
esfingomielinasa neutra (FAN) incrementa la hidroiisis de esfingormelina y los niveles de ceramida
que a su vezl activa a una fosfatasa citosélica del tipo 2A dependiente de ceramida (CAP) y la
proteina cinasa activada por ceramida {CAPK) La activacidn de CAPK induce la activacion de ia
proteina cinasa activada por mitégenos y la liberacidon de acido araquidénice (AA). La activacidn de
la esfingomielinasa acida (SMA) requiere un dominio del receptor proxirmo a la membrana al cual se
une la proteina FAN El extremo carboxilo presenta un dorninio que media la interaccion del
receptor con ctras proteinas acopladoras como TRADD; a este dominie se le denomina dominio de
muerte. Mientras la interaccidn .de TRADD con el transductor de sefial FADD promueve muerte
celutar, la asaciacién con otros transductores, RIP y TRAF2, activa al factor de transcripcion NFxB.
La enzima fosfocolina-fosfolipasa C (PC-PLC) perticipa en la activacidén de la esfingomielinasa
neutra a través del dacigicerol (DAG) Esta enzima promueve la produccion de una poza de
ceramida funcianal distinta activando ja proteina cinasa C. Esto teva a la fosfoniacion de kB
activando a NFxB. Resultados preliminares muesiran que esta poza de ceramida actia sobre la
mitocondria, promoviendo la generacion de especies reactivas de axigena (ROS) (9)



Vias de muerte celular inducida por el TNF
i} Activacion de la proteina cinasa C

Se ha encontrado que diversas proteinas son fosforiladas unos minutos
después de que la célula ha sido tratada con TNF, lo cual parece deberse a fa
activacion de proteinas cinasas. Recientemente, se ha propueste gue la proteina
cinasa zeta (PKCL) esta involucrada en la senal de transduccion del TNF (9). Esta
PKCD est clasificada como atipica, ya que es independiente de ésteres de forbol

y al ser activada no es translocada a la membrana (10).

iiYActivacion de la fosfolipasa A2 (PLA2)

En muchos tipos celulares, se ha descrito que el TNF activa una fosfolipasa
citosodlica del subtipo A2, la cud] produce acido araquidénico (AA} (11,12). En
alguncs casos, las fosfolipasa A2 participa en la sefial de transduccidn de
receptores acoplades a proteinas G, que son proteinas que enlazan nucledtidos
de guanina (13,14). Existen evidencias experimentales que sugieren que fa
activacion de proteinas G ocurre como parte de la sefial de transduccién del TNF
(13, 14).

iif)Metabolismo de esfingolipidos

También se ha sugerido que el ciclo de la esfingomielina es importante en la
transduccion de sefiales de diversas citocinas, entre las que se encuentra el TNF
{15). El ciclo de la esfingomielina se inicia con la activacion de una
esfingomielinasa (neutra o acida) que hidroliza la esfingomielina generando
fosfocolina y ceramida (16). A su vez la ceramida modula diversos procesos como
la activacién de fosfatasas (15,17} y fosforilacién de proteinas cinasa (18, 19),
también regula negativamente el protooncogen c-myc (20) y produce apoptosis o
citostasis, dependiendo del tipo celular (21), por lo que la ceramida y/o algunos

de sus productos metabalicos, son considerados como segundas mensajeros.



iv) Activacién de cisteil-proteasas

La activacion de caspasas(de] inglés: cysteinyl acid aspartic proteases) se
describi® como un mecanismo implicado en ta apoptosis a partir del
descubrimiento de CED-3, producto génico necesario para la muerte celular en el
nematodo Caencrhabditis elegans, relacionado con la converiasa de interleucina
1b de mamiferos (ICE o caspasa 1). El mecanismo de activacién inicial de la
cascada de caspasas adn no es claro, sin embargo, se sabe que las caspasas
inactivan proteinas que protegen del programa de muerte celular (proteinas de la
familia de Bcl-2, ICAD/DFF45, proteina inhibidora de la nucleasa responsable de
la fragmentacidn de DNA, etc). Si bien la activacién de las caspasas juega un
papel importante en la apoptosis, en general y en Ia muerte inducida por TNF, en
algunos tipos celulares la produccion de estrés oxidativo tiene una contribucion

tanto o mas importante que la activacion de caspasas (22).

v} TNF y estrés oxidativo
La generacién de especies moleculares con radicales libres durante el
metabolismo normal de fos seres vives, promueve la activacion de reacciones en
cadena que generan mas radicales libres y la subsecuente destruccion de lipidos,
proteinas y dafio al DNA (21). Muchas de estas especies reactivas,
potencialmente destructivas, contienen oxigeno o nitrégeno. Algunos productos
como los superdxidos, son considerados subproductos accidentales del
metabolismo aerdbico, mientras que otros, como el dxido nitrico (NO), un potente
regulador del tono vascular, o el peréxido de hidrogenc (H,0,) generado como
bactericida por macrofagos y neutrdfilos; son productos que resultan de la
activacion de vias metabdlicas especialmente disefiadas para su produccién. En
general las especies reactivas mas abundantes son las especies reactivas de
oxigeno (ROS).
Para contrarrestar los efectos de las ROS, [as células poseen mecanismos
que les permiten neutralizarias. Entre los compuestos bioquimicos que reaccionan

uno a uno con dichas especies moleculares, se cuentan a algunos agentes

8



metabdlicos reducidos como el glutation y metabolitos relacionados, asi como [a
vitamina C o la vitamina E. También hay enzimas peroxidasas y quelantes de
metales libres que ademas participan en la regeneracion y biosintesis de
antioxidantes naturales y agentes reductores {figura 3). Uno de los mecanismos
mejor caracterizados requiere de las enzimas superdxido dismutasa y de la
catalasa acluando en tandem. lLa importancia protectora de estos agentes,
depende del tipo de ROS generadas, de como y ddnde se originaron y del tipo de
dafio que producen (23, 24).

Debido a que in vivo la produccion de las ROS, y los niveles de las
defensas antioxidantes se hallan en equilibrio, cualquier incremento brusco en la
formacién de ROS o disminucion de los sistemas de defensa faciimente inclina
este balance en favor de las especies reaclivas de oxigeno, originandose un
estrés oxidativo (figura 4).

DANG I.._ Reposicién de moléculas dafadas

MnSOD
MUERTE | caratasa| SOBREVIVENCIA
GSH

Hsp70

FIGURA 3 Papel del TNF en el mecanismo apoptdtico. E1 TNF propicia la produccién de especies
reactivas (ROS) gue provocan dafo peroxidativo, lo que lieva 1} activacion del programa de
muerte o i) a la activacién de agentes antioxidantes, condicion que previene e incrementa la
sobrevivencia celular, favoreciendo la oncogénesis
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FIGURA 4. Balance entre los sistemas antioxidantes. Diagrama que muestra como el balance
entre las enzimas antioxidantes es necesario para mantener controlados los niveles de perdxido
de hidrogeno intracelular. Cuando la actividad de la enzima generadora de superfxidos se
encuentra en equilibrio con 1as enzimas que lo metabolizan, SOD, catalasa y glutatién peroxidasa
(GSH), se mantienes niveles bajos en la acumulacién de peréxide intracelular (A). Sin embargo, si
ia actividad de SOD es mayor respecto a la GSH peroxidasa (B), o la actividad de GSH o catalasa
es menor en relacién a la actividad de SOD (C) resulta en un incremento en los niveles de
per6xido. La acumulacion de perSxido puede llevar a la formacién de especies reactivas que
promueven la generacion de radicales hidroxilo.

Como se menciond anteriormente, un aspecto caracteristico de la aclividad
citotoxica del TNF es el incremento en el estrés oxidativo, reportado para

diferentes tipos celulares, en respuesta a este faclor y otros estimulos apoploticos
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(25, 26, 27, 28, 29, 30). Varias evidencias sugieren que el estrés oxidativo es
importante como mediador de la respuesta citotoxica del TNF, y gque la
respiracién mitocondrial juega un papel importante en la generacion de este
estrés oxidativo (24, 31, 32, 33): i)las mitocondrias de células tratadas con TNF se
hallan alteradas en su estructura y funcion (34, 35), i) mitocondrias de células
£.929 generan cantidades elevadas de superoxidos (36), iii) el efecto citotoxico del
TNF en células sensibles L929 es bloqueado bajo condiciones de hipoxia (37}, iv)
la adicién exdgena de antioxidantes, catalasa o superdxido dismutasa, provee
proteccion contra la citotoxicidad del TNF (38, 39), v) el fratamiento con TNF
induce la actividad de 1a MnSOD y su mRNA en varias lineas celulares y tipos
celulares primarics sin alterar a actividad de ofras enzimas mitocondriales (28),
vi) el factor de transcripcidn NFkB, cuya activacion es dependiente de estrés
oxidativo, es liberado rapidamente de su inhibidor citoplasmico IkB y transportado
hacia el nicleo después de la adicion del TNF (40) y vii) el tratamiento con TNF
induce la produccion y liberacidn de especies reactivas de oxigeno {27, 33). De
esta forma, el programa de muerte activado por el TNF depende en parte de ia
formacion temprana de ROS y por tanto, 1a resitencia a 1a muerte depende de la
capacidad de la célula de amortiguar el estrés oxidativo generado (41) (figura 3).

Defensas antioxidantes
MnSOD

El radical superdxido puede ser distmutado a H;O», para lo cual existen tres
tipos de superdxido dismutasas: una dependiente de cobre y zinc extracelular
{CuZnS0OD,), una similar pero citosdlica (CuZnSOD) y una mitocondrial
dependiente de manganeso {MnSOD). La enzima superéxido dismutasa
dependiente de manganeso es una enzima primitiva presente en bacterias y enia
matriz mitocondrial de células eucariontes. E! cDNA de 1a MnSOD de varias
especies muestra que la secuencia primaria de aminoacidos se halla altamente
conservada entre Jos mamiferos, lo cual sugiere que esta enzima se generod en las

céiulas ancestrales como mecanismo de proteccién contra el dafo producido
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durante el metabolismo aerébico celular por la formacion de radicales superoxido.
Las superdxido dismutasa se requieren en el metabolismo aerébico tanto de
células procariontes como eucariontes (42). Las superdxido dismutasas protegen
a la célula de los efectos nocivos de los radicales superdxido al convertirlos a
perdxido de hidrégeno; este Udltimo es procesado subsecuentemente por la
catalasa, enzimas de la familia de las glutation peroxidasa (GPXs) y otfras
peroxidasas para formar agua, disipando asi el peligro de Ia presencia de estos
radicales libres dentro de las células (ver reaccion 1)){(43).

02'- + 02- +2H —> H202 + 02

REACCION 1. Reaccitn calalizada por la MaSOD {manganeso superdxido dismutasa dependiente

de manganeso)

En presencia de iones metalicos, los radicales superdxido reaccionan con
H,O, para formar radicales hidroxilo. Dada la alta reactividad de estas especies,
resultan sumamente dafiinas en todos los sistemas bioldgicos. Por lo tanto, es
importante que la actividad de SOD actue en serie con peroxidasas que inactivan
al H.0; convirtiendolo en HO y 02 {42).

La induccion de MnSOD en respuesta al TNF se ha reportado en varias
lineas celulares in viva e in vitro, sugiriendo que esta citocina induce un aumento
en los niveles intracelulares de superéxidos (42, 43, 45). Sin embargo, el
significado fisiolégico de la actividad de la MnSOD adn no ha sido definido. Se ha
reportado el incremento en la resistencia a la actividad citotdxica del TNF en
célutas renales de embrion humano que sobreexpresan MnSOD como resultado
de haber sido transfectadas con un vector que expresa MnSOD (42). Estos
resultados sugieren que esta enzima es una de las proleinas de proteccion
inducida de manera indirecta por TNF en respuesta a la generacion de radicales
superoxidos en fa mitocondria (28, 30, 43, 44, 45, 48). De hecho se ha propuesto
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que la produccidon de superoxido constituye un componente importante de la
actividad citotdxica del TNF (36).

Catalasa

La catalasa es una enzima localizada en los peroxisomas de las células de
mamifero, que participa en la eliminacion del perdxido de hidrégeno generado por
las oxidasas peroxisomales (Reaccién 2). La catalasa humana esta constituida
por cuatro subunidades idénticas, cada una de las cuales contiene un grupo hemo
(48)

REACCION 2. Reaccion catalizada por la catalasa (CAT)

Observaciones previas, han demosirado que cepas de las celulas L829

resistentes al efecto toxico del H,0, muestran niveles altos en la actividad de
catalasa en relacién a las células sensibles. Esta resistencia al H,0, muestra una
correlacion al efecto citotoxice del TNF, mostrando que las vanantes resistentes

al peroxido, son igualmente resistentes al factor, presentando un incremento del
2.3 % en su actividad de catalasa (37).

Glutation oxido-reductasa (GSH)

Ademas de las enzimas antioxidantes, existe un sistema reductor de
defensa constituido por antioxidantes de bajo peso melecular, uno de los mas
importantes es el glutatién. E! glutation es un tripeptido cuya forma reducida, GSH
(Figura 5), estd asociada con numerosas funciones celulares, incluyendo la
sintesis de DNA, la regulacién de los niveles de Ca2+ citosélico y la detoxificacion
de ROS (31, 48)



El GSH tiene un papel esencial en la prevencion del dafio mediado por el
estrés oxidativo, péfticipando en la destruccion del H,O,, atrapando radicales
libres y especies reactivas de oxigeno. Ademds el alto potencial reductor del GSH
actia como un fuerte agente reductor que ayuda a mantener numerosas proteinas
y enzimas en estado reducido, y regenera a su vez otros antioxidantes de bajo
peso molecular, como ei tocoferol y el ascorbato (48). En consecuencia, el
decrementc del GSH celular, reduce la capacidad de atrapar radicales libres,
incrementando el potencial oxidativo celular (31, 49, 50).

ATP ADP+ Pi ATP ADP+Pi
1 T

cisteina + glutamato —> «Gl-Cys —P «-Gh-Cys-G glutation GSH ox

a-gh ok cistein sint 1l

MNADPH ‘L glutation reductasa

GSSG REDUCIDO

o-Glu Cys Gly residuos

+«NH3 O o
I I I

'ooc-CH-CHz-cHz-c-N-CH-c-N-CHz-coo' glutatién GSH (ox)
i I

H CH, H
I

SH

a—Gl||u-Cis-Gli qglutatibn GSSG (red)
I

o-Glu-Cis-Gli

FIGURA 5. Biosintesis y estructura de! glutatién oxidado (GSH) y reducido (GSSG).



2GSH+ R-O-O-H - —  GSSG+ H,0+ R-OH

glutatidn peroxidasa

REACCION 3. Reaccién catalizada por la glutation peroxidasa

En células L8929, se ha visio que ef TNF disminuye la concentracion total
de glutation reducido, seguido de un aumento de este en células sensibles al
factor, en tanto que en las células resistentes, la concentracion del glutation
reducido desciende, regresando a los niveles del control después de 24 h. La
disminuciéon del GSH inducido por el TNF seguido de un aumento en la
concentracion, refleja cambios en el estado de oxidacion del ambiente intracelular
y sugiere que ! G8H se consume al reaccionar con algunas especies reactivas

previo ala sintesis de mas GSH en respuesta al estrés oxidativo (37).

Proteinas de choque térmico

Las proleinas de estrés (hsp's) pertenecen a la familia de las proteinas de
chogue térmico, cuya expresion, se sabe, aumenta la sobrevivencia de células de
mamifero expuestas a temperaturas elevadas o dafic por oxidacidn (51, 52, 53).

Un patrén comin de respuesta al chogue térmico sucede en muchos
organismos, procariontes y eucariontes. Posterior a un incremento de
temperatura, la sintesis de proteinas que usualmente se utilizan para el
metabolismo celular disminuye ¢ se apaga, y un nuevo grupo de proteinas son
sintetizadas, cuya expresion reestablece la sintesis de muchas de las proteinas
afectadas por el choque térmico. Estas nuevas proteinas son el producto de los
genes de chogue térmice, los cuales protegen a la celula contra una condicion de

estrés, y son sintetizadas en respuesta lanto al choque térmico como a otros
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factores. Muchas de las proteinas de choque térmico son chaperonas, que se
asocian a otras proteinas ayudande a adquirir su conformacion nativa. Las
chaperonas reconocen la proteina blanco en su estructura no plegada, durante la
sintesis, previniendo }a adquisicion de una conformacion errénea, algo que ocurre
con frecusncia cuando el plegamientc se da en un ambiente con temperatura
elevada (51, 52, 53, 54).

Existen tres familias de chaperonas, definidas por su relacién (o identidad)
con ilas proteinas de estrés. Las familias son llamadas proteinas de choque
térmico (hsp’s), debido a que originaimente se descubrieron como proteinas cuya
sintesis era inducida por este tratamiento; la familia mejor caraclerizada es la
hsp70,la cual incluye las hsp70 en animales, y un miembro comun llamado Bip y
la proteina DnaK en E.coli , y ia hsp80 gue en E. coli, se conoce como GroEL.
Cuando hay una situacion de esirés que genera la desnaturalizacion de las
proteinas, las chaperonas reconccen la estructura no plegada y se unen a las
proteinas desnaturalizadas. De la misma forma que previenen un mal plegamiento
en ias proteinas recién sintetizadas, evitando que estas proteinas adquieran una
conformacion inactiva irreversible (54).

La resistencia at TNF, H,0, o medianona (un generador de radicales

libres), se halla en relacidon a la expresion constitutiva de diferentes shsp como las
hsp27 de mamifero, hsp27 de Drosophila (Dshsp27) y la humana oB. El
mecanismo por el cual ias shsp confieren resistencia a la muerte celular por el
TNF, es aun desconocido, pero sugiere interferencia con algun tipo de estrés
generado por este factor (54).

Se ha reportado que en células L9239 la sobreexpresion de diferentes
formas de shsp correlaciona con un decremento en el contenido celular de ROS,
e incluso que la sobrexpresion de estas proteinas bloquea la produccion
intracelular de los radicales libres generados por el TNF (50, 54). Esta
interferencia con el estrés oxidativo resulta en un decremento en la peroxidacion
de lipidos dependiente de ROS y la oxidacién de proteinas. Igualmente, el

decremento en los niveles de estas especies reactivas, promueven que la
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activacién por TNF, del factor de transcripcion NFxB, no se lleve a cabo {50, 51,
54, 55).

Proteina A20

La resistencia contra la accion citotoxica del TNF es un proceso activo que
requiere la sintesis de proteinas inducidas por el TNF. Las proteinas especificas
inducidas (manganeso superoxido dismutasa y plasmindgeno tipo 2) juegan un
pape! muy importante en 1a resistencia contra la citotoxicidad al TNF y confiere a
las células proteccion parcial al TNF, 1o cual sugiere que en este mecanismo
deben participar ofros genes {57).

La proteina A20 fue identificada como producto génico primario inducido
por TNF en células endoteliales, el cual codifica para una nueva proteina con
estructura dedos de zinc (58, 59), y posteriormente en varias ofras células (56).
La expresion de AZ0 en lineas celulares de carcinomas humanos de mama,
resistentes y sensibles a la citotoxicidad del TNF, mostraron que la resistencia se
halla asociada con un incremente en los niveles del mensajero y la proteina, asi
como la expresion constitutiva de A20. Posteriormente, la transfeccion de cDNA
de A20 en células NIH 3T3 y WEHL 164, confirmd que su expresion tiene
resistencia parcial a la citotoxicidad del TNF {57).

Recientemente se encontrd que los receptores celulares del TNF (TRAF1 Y
TRAF 2) interactian con A20 (59), por medio de andlisis mutacionales
demostraron que el aming terminal de A20 interactda con el dominio carboxilo
terminal de TRAF1 y TRAF2. En experimentos de cotransfeccion, A20 inhibe la
activacion de NF-kB mediada por el receptor TRAF2, asi como la activacidén de
NF-xB inducida por TNF e IL-1, lo cual sugiere que: i) A20 inhibe la activacion de
NF-«xB por diversos estimulos (60, 61). i) A20 bloquea los mecanismos
transduccionales inducidos por el TNF, no en relacidn & la citotoxicidad, sina

mediade por los factores de transcripcion NF-«xB y AP-1 (62) y hi) A20 actda como
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un regulador negativo del TNF, interfiriendo con la sefial de transduccidén en un
punto muy temprano después de la unién con el receptor perc antes de la
activacion de segundos mensajeros (60).

Caracterizacién de la resistencia a la muerte celular inducida por el TNF

El TNF es citotoxico solo para algunas células tumoraies, en tanto que para
muchas otras solo provoca inhibicién en el crecimiento; efectos que no se
asocian a diferencias en el nimero de receptores o su afinidad entre células
resistentes 0 sensibles al TNF (45). Cuando el TNF se administra en
combinacién con inhibidores de RNA o inhibidores de Ia sintesis de proteinas,
promueve la citolisis, de esta forma, la citotoxicidad, o la estimulacion en el
crecimiento son respuestas especificas para cada tipo celular, en tante que la
citdlisis en presencia de inhibidores como ciclohexamida o actinomicina D es una
respuesta general al TNF. El tratamiento con TNF previo a la adicién de estos
inhibidores en fibroblastos humanos transformados, protege a las celulas contra el
dano provocado por el TNF. Esta observacion sugiere que el TNF induce la
sintesis de proteinas que protegen contra el dafio celular.

La citotoxicidad inducida por el TNF esta dada, en parte, por el estrés oxidativo,
por lo que estudios previos se han enfocado en caracterizar la resistencia al
efecto citotoxico del TNF en ciertas lineas celulares, generando clonas resistentes

al factor y evaluando en estas los mecanismaos de proteccién, tanto enzimaticos
como no enzimaticos.



Evidencias de la resistencia a la muerte celular inducida por el TNF

NUMERO CELULAR
ROS

MnSOD

CATALASA

PROTEINAS DE CHOQUE
TERMICO {hsp's}

PROTEINA A20

Evidencia

-Alta densidad del cultivo eelular intecfiere,

ten 2 muede celutar mducida por el THNFE

-Agentes que irhiben la produceitn del radical hidroxilo
(OH') previenen la muette celutar inducida por el TNF
-Células SK-MEL-109 con altos niveles de RNAm de
MnSOD son resistentes a! paraquat y al TNF

-La transfeccién de ¢élulas de embriones hurmancs con un
vector de expresion de MnSOD protege contra la
citotoxicidad det TNF

~En céulas de cdncer de cervix humano, ME-180, 'a
citotoxicidad del TNF es modulada via expresion de
RNAm sentido o anti -sentido de la MaSQD.

-Células SK-MEL-109 resistentes al TNF generagas por
tratamientc con TNF y ciciksheximida expresan méas
MnSOD.

[ncremento en la actividad constitutva de MnSOD en
células  L929.12 (resistentes al TNF} en relacidn a ja
tinea sensibie.

-Actwvidad de SOD inducible por ef TNF  en la clona
sensible y no en fa resistente al factor

-Variantes de ia linea ¢elular HA-1 de ovano de hamster
resistentes al H:0; presentan niveles elevados en la
achividad de catalasa

La induccion de a respuesta celular al choque térmico
por calor o arsenito en la linea celular C3HA de
fibroblastos

murinos provee proleceibn a células sensiles al TNF
por tratamiento con inhibidores de la sintesis de
proteinas.

-El gen humano hsp?0 transfectado en Ja linea tumoral
WEH!-S provee proteccibn contra la citotoxiidad inducida
por ef TNF.

-En la linea celular L9229 de fibroblastos murinos la
expresidn de hsp27 humano y de Drosophila reduce los
niveles intra-cetulares de ROS, y depleta la generacidn de
ROS inducida por el TNF

-La expresion de las shsp’s inhibe 13 activacidn de NF-kKB,
peroxidacion de lipidos y oxidacién de proteinas, efectos
det incremento de ROS mediado por el TNF,

-La expresién de las shsp's incrementan los niveles de
glutation en la inea celular L9239,

-En la %nea premcnocitica humana U937 el choque
témmico  previene  alieraciones en el polenciad de
membrana y fa expresién del producte proteico Bel-2, la
proteccidn corelaciona con la expresidn de hsp70

-La activacidn de SAPK/INK se inhibe en células en fas
que se indujo fa expresién de hsp70.

-Células que constitutivamente sobreexpresan hsp70 son
resistentes a la muerte celular inducida por ceramida

-La expresion de hspT0 previene el rempimiento de PARP
-Se identficé A20 como un gen indugible por el TNF en
calylas  NIH 3T3 y en oélulas WEHI y el cual confiere
resistencia contra la muerte cetular inducida por el factor
-En carcnomas de mama humanos, lneas celulares
resistentes al TNF expresan constitutivamente el progucto
gémco de A20

Ingremento en la expresidn del RNAm y proteina de A20
en carcinomas de mama humanos resitentes at TNF-q
-Transfectantes de A20 en células NIH3T3 y WEHI164
presentan resistencia parcial al TNF

Fuente

Zentella, A, resultado
inédito
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ANTECEDENTES DIRECTOS

En el laboratoric del doctor Zentella se estudian los mecanismos de
transduccion del TNF utilizande un modelo de muerte celular apopiética en
fibroblastos murinos L929, Recientemente se ha reportado que el estrés oxidativo
s un mecanismo implicado en la muerte celular por TNF (34). La manera de
detectar el estrés oxidativo fue utilizando moléculas que atrapan electrones
desapareados y ios estabilizan haciendo posible su deteccion, lo cual proporciona
un medida indirecta de la ccurrencia de superdxidos y perdxidos en células
tratadas con TNF. Unc de estos compuestos, el bromuro de3-(4,5-dimetiltiazol-2-
1)-2,5-difeniltetrazolic (MTT), puede ser reducido unicamente por electrones con
un alto potencial redox, como los presentes en los superdxidos. Asi, el uso del
MTT sirvid como sonda para evaluar el estrés oxidativo en células L8929 tratadas
can TNF.

Los resultades demuestran que adn cuando el nimero celular disminuye, la
reduccion de MTT se incrementa, lo cual indica una produccién de superoxidos
previo o durante la muerte celular, observando este mismo fendmeno en células
resistentes al efecto citotdxico del TNF. En estudios previos se han utilizado
células resistentes al efecto citotdxico del TNF oblenidas por tratamientc
prolongado de bajas concentraciones del factor (45), u obtenidas por mutagenésis
quimica o transfeccion con Bcl-2 (34). En nuestro laboratorio se han generado
clonas estables, resistentes al TNF por mutagénesis quimica o por transfeccién
de plasmidos de expresion de origen comercial carentes de insertos dentro de sus
sitios de policlonacion. Por este dltimo procedimiento se obtuvo la clona L929
PR1 resistente a la muerte inducida por el TNF mediante transfecciéon estable del
plasmido de expresion pBABE “vacio”. La transfeccion estable con este tipo de
plasmidos genera clonas que expresan resistencia al antibidtico, ya que si las
clonas se crecen en ausencia del agente de seleccion, se pierden ambas
caracteristicas (comunicacion personal de Erika O. Gémez del laboratorio del Dr.
Zentella).
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Figura 6. Mapa del plasmido de expresion p-BABE que se expresa en la clona resistente L929-PR1,
el cual contiene el gen de resistencia a puromicina y se encuentra bajo el control del promotor
SV40.

En otros experimentos en los que se evalud la generacion de radicales libres en
celulas sensibles y resistentes al factor empleando la sonda fluorescente de
diacetato de diclorofluoresceina (DFC), muestran que en las células resistentes la
produccion de ROS es menor (Resultados ineditos de Fabian Romero).

Los resultados anteriores hacen pensar que posiblemente en las células
resistentes al efecto citotoxico del TNF se hallan implicados mecanismos de

proteccién que contramrestan el dafio por radicales libres inducido por el TNF o

bien que previenen a formacion de ROS.
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JUSTIFICACION

Recientemente se reportd proteccion contra el TNF en células L929 bajo
condiciones de hipoxia total y parcial. Estos resultados sugieren un papel critico
de las especies derivadas del oxigeno en ef mecanismo de citotoxicidad del TNF.

El evaluar los mecanismos de proteccidn antioxidantes o de proteccién
contra estrés térmico en varias clonas celulares que despliegan diferentes grados
de sensibilidad al TNF, permitira determinar la relacion entre e nivel de Ia
actividad de las enzimas antioxidantes, la expresion de las proteinas de choque
térmico y la proteina A20, con el efecto citotéxico del TNF.
El identificar los procesos por los cuales ciertos tipos celulares son resistentes al
efecto citotoxico del TNF, puede contribuir al desarrollo de herramientas y
terapias anticancer que mejoren la selectividad en cuanto a la accion citotoxica de
este factor.
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OBJETIVO GENERAL

El objetivo general del trabajo consiste en caracterizar los sistemas de proteccidn
en células resistentes al TNF en los fibroblastos murinos L929.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Determinar diferencias en el sistema de transduccion del receptor al TNF en la
clona sensible L9239 P6 y en la clona resistente L929 PR1.

2) Evaluar los niveles de estrés oxidativo basal y en respuesta al TNF en ambas
clonas celulares

3) Evaluar el efecto del HO; en la sobrevivencia celular en la clona LS29 P& y
1928 PR1

4)Evaluar la actividad de la catalasa en células sensibles y resistentes a TNF

S)Evaluar 1a expresion de la proteina A20 en células sensibles y resistentes al
TNF

6)Evaluar la expresion de la proteina de choque térmico hsp70 en células
sensibles y resistentes al factor

7)Evaluar el efecto de la expresion de la proteina de choque térmico hsp70 en la
muerte celular inducida por el TNF en células sensibles y resistentes al factor

8)Evaluar el efecto del choque térmico en la sobrevivencia celular en respuesta al
tratamiento con H>0; en ambas clonas

9) Evaluar el efecto del choque térmico en los niveles de estrés oxidativo en
ambas clonas celulares

10) Evaluar e} efecto del cheque térmico en la actividad de catalasa en la clona
sensible L929 P&
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MATERIALES Y METODOS
Céiulas y condiciones del cultiva

En esta tesis se utilizd la linea de fibrobtastas murinos 1929, derivada
inicialmente de tejido pulmonar de embrion de ratdn . En estos experimentos se
utilizaron dos cionas derivadas de esta linea celular, la clona 1.929 P8 vy la clona
1929 PR1. Esta ditima se obtuvo por transfeccion de un plasmido que sdlo
confiere resistencia a puromicina (PBABE-puro). El resultado de ia incorporacion
del ptasmido confirid resistencia contra e TNF por un mecanismo desconotido.
Las células se crecieron en medio completo y 50 mg de gentamicina (medio
completo) {GIBCO DRL) suplementado con 10% de suer fetal bovino (SFB). Una
vez sembradas, las células fueron mantenidas a 37 “C con una humedad relativa
del 100% y una atmdsfera de 5% de bidxido de carbono y 95% de aire,
supervisando pericdicamente la ausencia de infeccidn por micoplasma. Para los

experimentos se utilizaron cajas de petri de 10cm’ de diamétro | as céiulas fueron

utilizadas para los ensayos experimentales a una densidad de 40x1 03 celulas por
cm’. Estos cultivos fueron tratados con TNF a diferentes tiempos vy
concentraciones y fueron empleados para ias extracciones de proteing y RNA
total. La iinea celular Hela derivadas de un tumor de mama humano se
compraron del ATCC y se crecieron en DMEM suplementado con 120% de SFB.

Determinacién de la sensibilidad de las clonas 1L.929 P6 y L929 PR1 al TNF
Para evaluar la respuesta de sobrevivencia de las diferentes clonas
celulares utilizadas, se hicieron epsayos de viabilidad cuantificando e! ndmera
celutar capaz de excluir azul de tripano después del tratomiento con TNF. Las
céhulas se cultivaron por triplicado en placas de 48 pozos, las cuales, se frataron
con concentraciones decrecientes de TNF, a2 una concentracian final de 10, 1,
0.1,.0.01,0.001 y 0.0001 ng/mi, al final de la incubacidn se aspird &f medio, se
lavd el pozo con 20001 de PBS y se agregaron 200p) de tripsina; una vez que las
células se despegaron de la superficie de cultive, 20ul de azul de tripano fueron

agregados directamente al pozo, se tomaron 20ul, los cuales se colocaron en una
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camara de Neubauer. Para cada pozo se contaron 4 campos, de los cuales se
calcutd el promedio, finalmente se estimo el namero celular en el pozo

multipicando por el factor de dilucion.

Determinacion de la sensibilidad de las clonas 1929 {P6) y L929 (PR4) ai
peréxido de hidrégeno (H:0:)

Para evaluar la sensibilidad de la clona resistente y sensible al peraxido de
hidrogeno, las células se sembraron a una densidad de 40x1 0° células / cm® en
placas de 24 pozos, los cultivos se trataron durante 4 h con HQ, 2mM v se
determind la viabilidad celular por exclusion de azul de tripano como se describié
anteriormente.

Ensayo de MTT

Para la determinacién de nivel de estrés oxidative celular, se midio la
reduccion del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolic (MTT),
molécula que atrapa electrones con un alto potencial redox.
Las céiulas se sembraron por triplicado en placas de 24 pozos, se trataron con 5
ng/mi de TNF por 18 h. 4 h previas al término del {fratamiento con el factor, se
agregaron a cada pozo 5 mg/ml de MTT, posteriormente se aspiré el medio y se
dejo secar. El MTT se redisolvid en isopropanol &cido, agregando un mismo
volumen de PBS. La absorbancia se determind en un lector de placas de ELISA
(BIQ-TEK Instruments) 2 570 nm.

Extraccion de proteina para ensayos de actividad de catalasa

La aclividad de catalasa en cuitivos control y tratados con 5 ng/mi de TNF
se cuantificd a partir de extractos celulares precipitados con acetona. Las células
fueron sembradas en cajas de petn de 78.5 c.m2 a una densidad de 10 x 103
célutas / cm'. Se ha caracterizado que &t tiempo de ciclado de las L9329 es de 24
h, y debido a que tripzinizar a las células posterior al sembrado dana 1as céiulas
y puede modificar las condiciones del expenmento, la determinacion de la
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actividad se efectud dos dias después de iniciar el cuifivo celular, es decir al
momento de tener 40 x 10° células / cm’.

Para obtener el extracto celular se aspird el medio de las cajas, se hizo un lavado
con PBS antes de tripzinizar con 1 ml de tripzina versenc (0.1 %), una vez que las
células se despegareon, se agregaron 2 ml de medio completo, esta suspension se
centrifugd por 3 min a 1000 x rpm. El sobrenadante se desechd, el pelet se lavd
con un 1 mi de PBS, finalmente, se precipité con dos volumenes de acetona, esto
con el objeto de separar la fase organica y eliminar cuaiquier actividad de
peroxidasa. El precipitado se mantuvo a 4 °C durante 2 h. Posteriormente se
centrifugd el extracto por Smin a 14000 rpm, se desechd el sobrenadante, el pelet
se resuspendié en solucion amertiguadora (HEPES 20 mM, DTT 1 mM,
DESFEROL 1 mM y PMSF 1 mM ) en un volumen de 130 ul para después
centrifugar nuevamente por 3 min a 14000 x rpm recuperando el sobrenadante, en

el cual se hicieron las mediciones de actividad de catalasa por oximetria.

Ensayo de proteina

La cantidad de proteina presente en los extractos celulares fue
determinada por el método de Bradford (BIORAD). Se construyeron curvas
estandar con una solucidn concentrada de albumina (500 ug/ml), agregando 200
pl de reactive de Bradford y 760 ul y 680 pl de agua para un volumen de 40, 60,
80 100 y 120 pl correspondiente de la solucién concentrada de albimina, lo que
representa una curva de 5, 10, 15, 20 y 25 ug de proteina Para calcular la
cantidad de proteina de las muestras se agregaron 5 pl del exdracto celular, 200 ul
de Bradford y se completd con agua a un volumen final de 1 ml. Tanto las
muestras de la curva estandar como de los extractos celulares se leyeron en un
espectrofotémetro BECKMAN, cuya iectura registro la absorbancia a una longitud
de onda de 590 nm. Una vez tomadas las lecturas, se realizé una regresién lineal
que por interpolacidn permitié calcuwlar la cantidad de proteina con base a la
lectura dada por la curva estandar.,
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Ensayo de oximetria
El ensayo de oximetria permitic medir la actividad de catalasa; este ensayo

basa su funcionamiento a partir de la reaccién catalizada por esta enzima: H,0,—
H,O + % O, El oximetro consiste en una camara en la que se inyecta fa muestra,

y en la cual se usa como sustrato una solucién amortiguadora (fosfatos 50 mM pH
7.8) y peréxido de hidrégeno (1M); un electrodo de Clark, el cual detecta el
oxigeno liberado por la actividad de catalasa; y un graficador. A partir de la
pendiente del trazo es posible expresar la actividad enzimatica {moles de O,
liberada / min / mg de proteina).

Estas unidades se calcularon a partir del volumen maximo de la cdmara (2 ml),
considerando que el 100% del oxigeno en la camara corresponde a 400 umol.
Con el porcentaje de oxigeno producido por minuto se calculé la pendiente,
multiplicando el nimero de cuadros recorridos por minuto por el volumen

adicionade de muestra y por la cantidad de proteina adicionada.

Induccién de la expresion de la proteina de choque térmico hsp70

La linea de fibroblastos murinos L829 no expresa constitutivamente la
proteina de choque térmico hsp70, sin embargo se ha reportado previamente que
el choque térmico induce la sintesis de las hsp's, lo cual promueve la resistencia
celular a varios tipos de estrés, incluyendo el choque térmico y la citoloxicidad
mediada por el TNF (51). Por lo tante se indujo la expresion de la proteina de
choque térmico hsp70 por calentamiento a 42 °C por 30 min, y se cuantifico la
expresion a las 3, 6, 9, 12 y 24 h después del choque térmico, manteniendo los

cultivos durante este tiempo en un incubador a 37 ° C. Las células se sembraron

en cajas de petri de 78.5 cm2 a una densidad de 40x10° células / cm’ después de
lo cual se sometieron a un choque térmico, realizando la extraccion de proteina
total para inmunoanadlisis al finalizar los distintos tiempos de incubacion
correspondientes.
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Inmunoanalisis

La cantidad de proteina expresada se determind por inmunoanalisis. La
proteina total fue extraida utilizando una solucidn de lisis conteniendo Tris (50
mM), NaCl (120 mM), NP-40 (0.5 %) e inhibidores de proteasas ( aprotinina 70/ U
! mi), ¥y fluoruro de fenilmetitsulfonilo {(PMSF, 0.58 mM). Las células fueron
lavadas con una solucion de PBS y lisadas con 350 ml de solucion de lisis por
plato por 15 min sobre hielo. La proteina exiraida fue colectada en tubos
eppendurf con la ayuda de un gendarme, el lisado celular fue pasado varias veces
por una micropipeta, guardando el extracto en congelacién a -20 ° C. La cantidad
de proteina obtenida por muestra fue determinada por el método de Bradford.
Posteriormente, entre 25 png y 100 ug de proteina de cada muestra fueron
sometidos a electroforesis en un gel desnaturalizante de poliacrifamida al 7.5 %,
usande como marcader de peso molecular estandares pretefidos de bajo peso y
B-galactosidasa pretenida de un peso de 116 KDa. El gel fue transferido a una
membrana de nitrocelulosa (HYBOND, Amersham Life Sciences) la cual se
bloqued con una solucidn de leche al 6% en TBS-Tween durante 1 h y se incubd
durante 1 h con un anticuerpe monoclonal contra hsp70 (Santa Cruz, USA) a una
dilucion 1:10000. Como anticuerpo secundaric se adicionaron IgGs de raton
acopladas a biotina (DAKO, USA) a una dilucién de 1:2500. La presencia del
complejo fue detectada mediante un conjugado avidina-biotina y peroxidasa. Las
senales se obtuvieron por autoradiografia revelando la aclividad de peroxidasa
(Super Signal Kit, Perkin Elmer, USA). Las peliculas veladas por inmunoanalisis
se cuantificaron por densitometria, determinande los niveles de expresion de
hsp70 a los diferentes tiempos de incubacidn. E! andlisis densitométrico consiste
en la determinacién del area y longitud de la banda identificada por el anticuerpo
dirigido contra hsp70, lo cual permite cuantificar la intensidad de la sefal y

permiti6 establecer fos tiempos de mayor induccion de la proteina.
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Transcriptasa reversa {TR) y PCR

Extraccion de RNA. ElI RNA total fue extraido por el método de tiocianito de
guanidino y fenol-cloroformo empleando el reactivo de TRIZOL {(GIBCO BRL).
Para e¢llo las monocapas de células fueron homogeneizadas con 500 ul de
TRIZOL por cada caja de petri de 78.5 cm? por 5 min. El lisado celular se cotectd
con un gendarme de pléstico y se paso a un tubo eppendorf donde se adicionaron
100 ui de cleroformo por cada muestra, se agitd vigorosamente durante 15 seg y
se dejé a temperatura ambiente por 2 6 3 min desples de los cuales se centrifugo
a 1200 x rpm por 15 min a 4° C. Se colectd |a fase acuosa (superior) donde el
RNA permanece soluble. Para la precipitacion del RNA se adicionarcn a la fase
acuosa 250 yl de isopropanol y se mantuvo a las muestras 1 min a temperatura
ambiente. Posteriormente se centrifugaron a 1200 x g por 15 min y el boton de
RNA fue lavado con 1 ml de etancl al 75% a 4 °C. El precipitado fue centrifugado
nuevamente y secado para disolverlo en agua pretratada con dietilpirocarbonato
(DEPC, Sigma). La cantidad de RNA se determind por espectrofotometria a 260
nm y su calidad se determind corrienda las muestras en geles al 1% de agarosa-
formaldehido buscando la presencia de las bandas de RNA ribosomal no
degradado.

Transcripcién reversa y Ampiificacion por PCR. Se tomd 1 pg de RNA total
siguiendo el protocolo que presenta el juego de reactivos de TR y PCR (Perkin
Elmer); para la reaccion de transcripcion reversa se utilizé como control interno el
RNA del Kit para la sintesis de cDNA. Esta reaccion se realizé como se describe a
continuacion: 15 min a 42 °C, 5 min a 99 °C y por ditimo 5 min a 5 °C ; para la
reaccion de PCR se sintetizaron oligonucledtidos especificos reportados por Dixit
y colaboradores (58), para la amplificacién del cDNA de la proteina A20. Para la
reaccion de amplificacion se usé el promedio de la T, de los oligos utilizados.
Para cada reaccién se empled el siguiente protocolo: 2 min a 95 °C, 35 ciclos de 1
min a 95 °C y 1 min al promedio de la T, Al terminar los 35 cicles se lievé a cabo

una extension por 7 min a 72 °C. Del producto de la reaccidn de PCR se tomaron
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10 ul y se corrieron en un gel de agarosa al 1%.

TAMANO DEL
OLIGONUCLEOTIDO T ("C) T=(°C) PRODUCTO
individual promedio ESPERADO (PB)
A20 (sentido) 64.6 64 1012
ATGCGGAAAGCTGTGAAGATA
A20{antisentido) 64.9
CGTGCTGAACAAGCTCAAAGT

Marcaje del oligonucieotido interno y Southern Blof Para asegurar que la banda
obtenida por PCR correspondia a la proteina A20, se hibriddé el producto

amplificado con los oligonucledtidos especificas para A20, con un oligonucledtido

interno.

OLIGONUCLEQTIDO

INTERNO Tm{°C)
A20 (sentido) 636
CGGGGTAGGTTTGAAGACTTA

1 pg del producto de PCR de dos muestras representativas de ia reaccion de
amplificacién se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 1%. Previo a
ia transferencia del gel a una membrana de nylon , el DNA se tratd con una
solucion desnaturalizante (NaOH 5 N, NaCi 5 M y H,0) durante 30 min,
posteriormente, durante otros 30 min el gel se embebid en una solucion
neutralizante (TRIS 2 M, NaCl 5 M y H;0). Aproximadamente 100 ng de DNA (1
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pi del oligonucledtido interno) se marcaron por quinacién con la enzima T,
quinasa en presencia de 2 pl de P¥yATP. Las condiciones de prehibridacion e
hibridacion fueron las siguientes:

Solucion de prehibridacion

H.0 6.15ml
S8C (20x) 3ml
Denharts (50x) 200 pl
DNA de Salmoén (100ug/ml) 40 ul
SDS (10%) 500 u!

El tiempo de incubacién fue de 12 ha 37 °C
Solucion de hibridacién

H0 6.73 mi
SS8C (20x) 3ml
Denharts (50x) 200 pl
tRNA (10mg/ml) 20 ul
Pirofosfato de sodio 50 ul

£1 fiempo de incubacion fue de 12 h a 37 °C. La membrana fue lavada con SSC
(6x) y 0.05% de Pirofosfato de sodio, comenzando 5 °C arriba de la T,, del oligo.

Finalmente se expuso en una pantalla de fosforimetro {Molecular Dinamics)

Obtencién de extractos nucleares y geles de retardo

Los extractos nucleares se obtuvieron a partir de la linea de fibroblastos
murinos L9239, Las células se colectaron con espatula y se resuspendieron en un
amortiguador hipotdnico (Hepes 10mM, KCL 10mM, 1 mM DTT pH 7.9) para ser
lisadas por congelacion. Los nicleos se separaron por centrifugacion a 800 x g
por 10 min a 4°C. Para la exdraccion de las proteinas nucleares, el pellet se
resuspendié en amortiguador hipoténico (Hepes 20mM, 0.4 mM NaCl, 25%
glicerol, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM DTT y 0.5 mM PMSF a pH 7.9}, y se incubaron por
30 min a 4 °C en agitacion. Esta mezcla se centrifugd a 16,000 x g por 20 min a
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4°C y el sobrenadante se mezcld en proporcion 1:1 con el amortiguador de
dilucion (20mM Hepes, 56mM Kcl, 20% glicerol, 0,2 mM EDTA, 1mM DTT y 0.5
mM PMSF). La cantidad de proteina se determind por el método de Bradford y se
almaceno en alicuotas de 10 ug a -70°C hasta su utilizacion.

Para los ensayos de retardo de movilidad electroforética los extractos
nucleares se incubaron por 25 min a temperatura ambiente en un buffer que
contiene 50mM DTT, 2% glicerol, 20 pg albumina sérica bovina, 50 U de
polihexanucledtido, 2 ug de polideoxinosina-polideaxicitidina {Pharmacia) y 1ul de
oligonucledtido fosforilado por kinacién (oligonucieétido para el sitio consenso de
union del factor de transcripcion NFkB ) marcado radioactivamente a través de la
incorporacién de ¥ P-adCTP .

Las muestras se corren en geles no desnaturalizantes de acrilamida al 5%
a 100 V por 1 hr y una vez secados al vacic se exponen a una pelicula de

autoradiografia {Kodak) ¢ a una pantalla de fosforimetro (Molecular Dinamics).

Analisis Estadistico
Todos los experimentos se hicieron por triplicade al menos en dos o tres
ocasiones independientes. Los resultados se expresan como promedio + / - la
desviacion estandar.

La significancia estadistica se calculd obteniendo el valor de p de la prueba de

student. En cada pie de figura se da la informacién particular de cada analisis.
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RESULTADOS

Activacion del factor de transcripcion NFKB en respuesta al TNF en la
clona sensible {L929 P6) y resistente al factor (L929 PR1)

El factor de transcripcion NFxB es activado por varias vias de
senalizacion, muchas de las cuales estan relacionadas con respuestas a
estrés celular. Estudios previos en los que se caracterizaron las vias de
sefalizacion inducidas por la activacion de los receptores del TNF (TNF-R1 y
R2) mostraron que el TNF autorregula de manera negativa |a  induccion de
muerte celular, hecho que parece depender de la activacion del factor de
transcripcion NFxB, el cual induce genes que previenen la apoptosis.

La regulacién de NFkB se basa en su localizacién celular, cuando esta activo
reside en el nlcleo, y cuando se encuentra en estado inactivo se localiza en el
citoplasma, dicha localizacion es controlada por proteinas inhibitorias llamadas
IkB's. Con base en este hecho, la translocacion de NFkB del citoplasma al
nicleo sirvid como parametro para determinar de manera indirecta el estado de
activacion de los receptores al TNF en la clona sensible ( L929 P6) y resistente
al factor (L929 PR1).

Las células se trataron con diferentes concentraciones de TNF (0.001, 0.01, 0.1
y 1 ng /mi} por 20 min, posteriormente se obtuvieron extractos nucleares con
los cuales se realizaron ensayos de retardo comoe se describe en el apartado
de materiales y métodos (figura 7 A). El analisis de la radiografia de los
ensayos de retardo (figura 7 B) muestra que la translocacion de NFxB es dosis
dependiente incrementandose para ambas clonas, con intensidad ligeramente

disminuida en la activacion de NF«B para la clona resistente (L929 PR1)
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Figura 7 A Autoradiografia de los ensayos de retardo de movilidad electroforética en las clonas
sensible (LS29 PG} y resistente (L9298 PR 1) control (carrit 1), 0.001 (carril 2), 0.01 (carni 3), 0.1
{carril 4) y 1ng/ml {caril 5} La flecha indica el complejo seleccionado para cuantificar la
transtocacion del factor NFkB al nicleo, B Cuantificacion de |a sefial de NFxB a partir de los

ensayos de retardo para ambas clonas. Valores expresados en unidades retativas
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Caracterizacion del efecto citotéxico del TNF en las clonas con fenotipo
sensible (L929 P6} y resistente (L929 PR1) al factor

Con el objetivo de definir la sensibilidad al TNF tanto de la clona sensible
L929 PB6 como de la clona resistente L8289 PR1, generada al transfectar de
manera estable un plasmido que confiere resistencia a puromicina (pBABE-
pure) (figura 8), se evalud la viabilidad por conteo celular en respuesta a
concentraciones crecientes de TNF (0.05, 0.5, y 1 ng/ml) después de 24 h de
tratamiento con el factor (Fig 8 A). En los ensayos de viabilidad se observa
que aln después de 24 h para la concentracion mas alta de TNF (1 ng/mi) la
clona resistente (L9829 PR1) muestra un 75% de sobrevivencia, en tanto que
las células sensibles (L929 PG) tienen un 18% de viabilidad. El ensayo anterior
mostrd que para las P6 después de 24h de tratamiento con TNF, la viabilidad
cae por debajo del 20% .
La figura 8 B muestra un cursc temporal en respuesta al tratamiento con 0.01,
0.1 y 1 ng/ml de TNF después de 12, 24 y 36 h. Los resultados muestran que la
concentracion de TNF con mayor efecto en la viabilidad fue. ta de 1ng/ml, con
un porcentaje e scbrevivencia de 39 %, 21 % y 7.4 % para 12, 24 y 36 h de
tratamiento con TNF respectivamente.

35



A B
1 -
100 120
S0 . — .
100 4
80 | - ED o1 i‘
k- z * o1
2 2 a0 Ny
2 Dps 2
;é SPR1 § B 1 - l
g g
g 0 LA ]
-4 -]
k=l i B~ ] :
P 40 ;
! +
i ;
' 20 i
: |
0 !

005 0.s 1 i
[TNF} ngfml l‘

24
Tiempo (h)

36

Figura 8 Ensayo de citotoxicidad en células sensibles (L9289 P8) y resistentes {L929 PR1) al
TNF, A, curva de sobrevivencia para la clona sensible (L929 P6) y resistente (L929 PR1)
después de 24 h de incubacion con TNF (0.05, 0.5 y 1 ng/mi). (*p<0.05; n=3). B, curva de

sobrevivencia para la clona sensible (L9228 P6) después de 12, 24 v 36 h de incubacién con

TNF (0.01, 0.1 y 1 ng/ml}. ("p<0.05, **0.005, *0.001, n=18 .EY porcentaje de sobrevivencia esta

representado respecto al control.

Determinacion de los niveles de estrés oxidativo basal y en respuesta al

TNF en las clonas L929 P6 y L929 PR1

La citotdxicidad inducida por el TNF esta dada en parte por el estrés

oxidativo, estudios previos en los que se ha caracterizado la resistencia al

efecto citotdxico del TNF, se ha asociado esta resistencia con la amplificacion

de mecanismos enzimaticos antioxidantes como la superoxido dismutasa

dependiente de manganeso (MnSOD), lo cual sugiere que el TNF eleva los

niveles intracelulares de RQS generados provocanda muerte celular. Con la

finalidad de determinar el estrés oxidativo basal y en su posible aumento en

respuesta al TNF en ambas clonas, se evalud la reduccion del MTT a 12 y 20

h de tratamiento con el factor {5 ng/ml).



En la figura 9 A se observa que la clona sensible (L9298 P8) a 12 hy 20 h de
tratamiento con TNF eleva los niveles de MTT reducido de manera significativa,
con un 50% de incremento para ambes tiempos, mientras que la clona
resistente (L929 PR1), se mantiene en los niveles basales (figura 9 B). Al
comparar el nivel oxidativo basal entre ambas clonas, encontramos que ta
clona resistente (1929 PR1} presenta niveles elevados (0.7 unidades
arbitrarias) en comparacion a la clona sensible (L929 P&) (con 0.45 unidades
arbitrarias), lo que representa un aumento del 80% en la reduccion basal de
MTT por parte de las células resistentes (L928 PR1).
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Figura 9. Reduccién de MTT en la clona sensible (L929 P6) A y resistente (L929 PR1) B al
TNF Reduccidn de MTT después de 12 y 20 h de tratamiento con el TNF (Sng/ml) en la clona
sensble {p< *0.05 **0.005 n= 3 ). Al comparar los controles la clona resistente (L929 PR1)
reduce 2.5 veces mas MTT que la sensible (L929 P8) (p< *0.001 n= 3, diferencias entre
controles). La reduceién de MTT esta representada en unidades arbitrarias de densidad 6ptica
(570 nm)

Efecto del peroxido {H:OQz) en la sobrevivencia de las clonas L929 P6 y
L.929 PR1

El aumento en la reduccion de MTT en respuesta al TNF en la clona
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sensble (L929 P6) sugiere fa induccion de estrés oxidativo, mientras que en la
clona resistente (L9929 PR1), el tratamiento con TNF no eleva la reduccian de
MTT por encima del control. Con el propésito de evaluar una correlacion entre
la resistencia al TNF con la resistencia a un estrés oxidativo inespecifico, se
evalud la resistencia de cada una de las clonas al estrés oxidativo generado
por la adicion de H20; de manera exogena.

La figura 10 muestra la sobrevivencia celular después de 4 h de tratamiento
con 2 mM de H:O,, se encontrd que la clona resistente al TNF (£.929 PR1)
también presenta resistencia al H;O; con un 53% de viabilidad celular,
mostrando una sobrevivencia 2.5 veces mayor comparada con la clona
sensible (L929 P6).
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Figura 10. Ensayo de citotdxicidad al H,O, en la clona sensible {L929 P68} y resistente (L929
PR1) al TNF. La viabiiidad celular se evalud por exclusion de azui de tripano después de 4 h de
tratamiento con HxO. (2mM)} (*p< 0.001, n=15 ), El porcentaje de sobrevivencia esta
representado respecto al control

Efecto del TNF en los niveles de actividad de catalasa en las clonas L929
P6 y L9293 PR1

Una vez demostrado que la clona L928 PR1 es resistente tanto al efecto
citotéxico del TNF como al peréxido de hidrogeno, y que cada una de las

clonas presentan un nivei de estrés oxidativo diferente, se quizd evaluar la
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actividad basal de catalasa y 'as posibles alteraciones en esta actividad en
respuesta al TNF después de 1, 3, 9, y 24 h de tratamiento con TNF (5 ng/ml).
La actividad de catalasa para la clona L929 P6 presenta un incremento del 12
% desde la primera hora, mostrando los valores maximos a 1 y 3 h,
posteriormente la actividad tiende a diminuir (figura 11 A) La actividad de
catalasa para la clona resistente {figura 11 B} aicanzd los valores maximos a
las 3 y 9 h de tratamiento para después regresar a los valores del control. Con
el objeto de determinar diferencias en el nivel de actividad de catalasa entre
ambas clonas independiente del efecto def TNF, se comparé la actividad basal
en ambas clonas, donde se observa que la clona L929 PR1 presenta un menor
nivel de actividad que la clona L92S P8 (73%) (figura 11 C).
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Figura 11. Actividad de catalasa en respuesta al TNF en la clona sensiple (L8929 P& ) A (p<
005, n= 6) y resistente (L929 PR1) B (p< 0.05, n= 6) al factor. La actividad de catalasa
expresada en n atormos Oz / min / mg proteina, se evalud por oximetna después de 1, 3, 9, v
24 h de tratamiento con TNF (5 ng/mi) en la clona sensible y en la clona resistente. Actividad
representada respecte al confrol. C, actividad basal de catalasa en ambas clonas {p< 0.05, n=
6)

Defensas no antioxidantes durante la muerte celular inducida por el TNF
Considerando que el TNF induce un aumento en el estrés oxidativo
reflejado en ! aumento en la reduccion de MTT en la clona sensible (L929 P6)
{figura 9 A) se decidié estudiar la expresion de proteinas de estrés en
respuesta al TNF. Entre las proteinas que se sintetizan en respuesta a una
condicion de estrés se encuentran las proteinas de choque térmico como la
hsp70, cuya expresién aumenta la sobrevivencia celular en mamiferos en
respuesta al chogue térmico (66); otra de estas proteinas es la proteina AZ0
con estructura dedos de zinc (56). Resultados previos han demostrado que [a
sobreexpresién de ambas proteinas correlaciona con la resistencia celular
inducida por el TNF(54, £5, 56, 58, 61, 66). Estos estudios muestran que la
sobreexpresion de las proteinas de choque térmico bloquean los niveles de

ROS generados por el TNF, ademas que su sobrexpresidn correlaciona con un
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aumento en contenido intracelular de glutatién reducido. Por lo anterior se
decidid evaluar la correlacion entre la expresion de estas proteinas y la
resistencia al efecto citotoxico del TNF en las clonas L929 P6 y L929 PR1.

Efecto del TNF sobre los niveles de RNA mensajero de la proteina A20 en
las clonas 1.929 P6 y L929 PR1

Con el objetivo de medir cambios en la expresion del mensajero de la
proteina A20 en respuesta al TNF-o, se aisldo RNA total de cultivos de células
sensibles (L9289 P6) y resistentes (L929 PR1) tratados con el factor por 3 y 12
h. Para elle se utilizo la técnica de TR-PCR, usualmente esta técnica se emplea
como método de determinacién cualitativa, para que la PCR sirva como analisis
cuantitativo y permita establecer comparaciones, es necesario asegurar que las
diferencias en Jos niveles de mensajero se reflgjen en la intensidad de ias
bandas de los productos de PCR, y no sean resultado de diferencias en Ia
cantidad de RNA utiizada en cada condicién. Para lo cual se partié de Ia
misma dilucion de RNA que se visualizd comriendo las muestras en geles de
agarosa-formaldehido buscando la presencia de las bandas de RNA ribosomal
(figura 12 A), estas diluciones se emplearon para llevar a cabao las reacciones
de amplificacién {figura 12 B). Para asegurar que las bandas del producto
obtenido por amplificacion correspondian a la proteina A20, se realizé un
analisis tipo Southern (figura 12 C}.
L os resultados obtenidos muestran que hay una induccidn en fa expresion de
A20 para la clona sensible (L929 P6) después de 3 h de tratamiento con el TNF
(2 veces), observando el maximo nivel de expresion de la proteina A20 a las
12 h { 3.5 veces). Para la clona resistente (L929 PR1), el nivel de expresion
después de 3 h de tratamiente con TNF se incrementa 1.3 veces, no
encontrando expresidn a tiempas posteriores (12 h),
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Figura 12 Cambios en los niveles de RNAmM de la proteina A20 en respuesta al TNF-a. La
clona sensible {L929 P6) y resistente (L929 PR1) al TNF fueron tratadas con el factor por 3
(carnt 2 y 5) y 12 h (carril 3 y 6) control (carril T y 4) , después se realizé una extraccion de
RNA total, el cual se separd en un gel de agarosa y se visuahzd con bromuro de etidio A,
posteriormente se evalud la cantidad de transcrito por TR y PCR de acuerdo a materiales y
métodos, B. C Analisis tipo Southern.



Niveles de induccién de la proteina de choque térmico hsp70 en las u
clonas 1929 P6 y L929 PR1

Por medio de inmunoandlisis se evalut la presencia de la proteina hsp70
utilizando un anticuerpo monoclonal contra la proteina. El inmunoanalisis contra
hsp70 muestra que ninguna de las clonas esfudiadas expresa de manera
constitutiva la proleina , se utilizé como confro! células Hela que expresan de
manera constitutiva la proteina hsp70 (Figura 13). Con el objetivo de evaluar el
nivel de expresién de la proteina hsp70 en respuesta a un choque térmico, se
obtuvieron muestras 3, 8, 9, 12 y 24 h después de un calentamiento a 42 °C
por 30 min,
En [a clona P6 se observd una induccion desde las 3 h, alcanzando un maximo
de expresién alas 3y 6 h para después caer paulatimanente (figura 14 A). La
clona PR1 presenta una cinética de induccion diferente, la expresion se
incrementa a lo largo del tiempo con la maxima expresion a las 12h y con un
decremento drastico a las 24 h (figura 14 B).

Hela P& PR1

Figura 13. Expresion constitutiva de hsp70 en células Hela, sensibles (L929 P6) y resistentes
{L929 PR1) después de 18 h de tratamiento con TNF (5 ng/mi}
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Figura 14, Expresion de Ia protelna de choque térmico hsp70 en I3 clona sensible (L929 P6) y
resistente (L929 PR1) al TNF. Analisis densitométnico del inmunoblot de hsp70 en respuesta
chague termico (42 °C, 30 min), después de 3, 6, 9, 12 y 24 h de incubacidn en 12 clona
sensible A, y en la clona resistente 8. Como control de cargado para cada gel se muesira I3
porcion del gel no transferida tefiida con coomasie
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Efecto del choque térmico sobre la muerte celular inducida por el TNF en
las clonas L 929 P6 y L929 PR1

Una vez establecida la cinética de induccién de la proteina hsp70, se
evalud la sobrevivencia celular en respuesta al TNF después del chogue
térmico en la clona sensible (L9239 P6) y en la clona resistente (L929 PR1); esto
con e} objetivo de determinar una posible correlacion entre la expresion de la
proteina hsp70 y la proteccion al efecto citotoxico del TNF . El protocclo
experimental consistio en someter a las clonas a un choque térmico {42 °Cr30
min). Después de 3, 6, 12 v 24 h las clonas fueron estimuladas con TNF
(5ng/mi) por 18 h mas.
El choque térmico tuvo un efecto protector contra el efecto citotdxico del TNF,
en particular el aumento en viabilidad fue mayor cuando los niveles de
expresion de la proteina hsp70 se encontraban elevados al inicio del
tratamiento con TNF. En la clona sensible (L929 P6), la viabilidad aumenté en
mas del doble (de 20 a 45%) desde las 3 h después del chogue térmico,
alcanzando un maximo a las 6 h (2.4 veces con respecto al contro! sin choque
térmico). La viabitidad disminuyd cuando el TNF se adicion6 12 y 24 h después
del chogque témico {figura 15 A). Este fenomeno de proteccion se manifesto
incluso en la clona resistente (L929 PR1), en la que la sobrevivencia aumentd
del 80 al 100% a as 12 h después del choque térmico, tiempo al cual presenta
el nivel mas alto en la expresion de la proteina hsp70 {figura 15 B). En el
analisis de correlacion (figura 15 C) se observa gue hay una relacion lineal
entre los niveles de expresion de hsp70 y el porcentaje de sobrevivencia en la
clona sensible (L929 P8), con una valor de r = 0.99 | mientras que en la clona
resistente esta relacion no es lineal con un valor de r = 0.75.
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Figura 15. Efecto del choque térmico en fa viabilidad en respuesta al TNF en la clona sensible
{LS29 PSG) y resistente al factor (L929 PR1). Las clonas se sometieron a un chogue térmico {42
°C, 30 min} después del cual, las célutas se incubaron por 3, 6, 9, 12 y 24 h, al finalizar el
tiempo de incubacion las células se trataron con TNF (5 ng/ml), evaluando la viabhdad celular
por exclusién de azul de tripano 18 h después del tratamiento con el factor en la clona sensible
A ("p<001 n=3) vy enlaclona resistente B (*p< 0.01 n= 3 ), El porcentaje de sobrevivencia
estd representado respecto 2l control €, Andlisis de correlacién entre los niveles de expresion
de la proteina de choque térmico hsp70 y proteccion contra el efecto citotéxico del TNF en Ja
clona sensible (L929 P6) (r = 0,99} y resistente (L929 PR1) {r=075) al factor
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Efecto del choque térmico en la sobrevivencia de las clonas L929
P6 y £.929 PR1 por perdxido de hidrégeno (H202).

Con la finalidad de saber si el choque térmico tiene un efecto en la
viabilidad en respuesta al estrés oxidalivo generado de manera exdgena, se
evalud la sobrevivencia celular 3y 8 h después del choque térmico, tratando a
los cultivos celulares por 4 h con H;0; (2mM). Para la clona sensible (L9289 Pg)
hubo un incremento significativo en la viabilidad (2.7 veces) para ambos
tiempos de incubacion después del choque térmico (figura 16 A}, en tanto que
para la clona L929 PR1 el chogue térmico no confirid resistencia al efecto del
perdxido, la viabilidad se mantuvo a 103 hiveles del control (figura 16 8).
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Figura 16. Efecto del chogque térmico sobre la viabilidad en respuesta al H;O; en 1a clona
sensibie {L929 P6} y resistente {L929 PR1) al TNF. Las clonas se sometieron a un ¢hoque
térmico (42 °C, 30 min) daspués del cual, las células se incubaron por 3, ¥ 6 h, al finalizar el
tiempo de incubacion las células se trataron por 4 h con H;Oz (2mM), la viabilidad celular se
evalud por exclusién de azul de tripano en [a clona sensible A ("p<0 001, n=3 ) ¥ en la clona
resistente 8 (n=3) El porcentaje de sobrevivencia esta expresado respecto al contral

Determinacion de los niveles de estrés oxidative en respuesta al TNF
después del choque térmico en las clonas L929 P6 y 1929 PR1.

Estudios previos han mostrado que la sobreexpresion de la proteina de
choque térmico hsp70 en Ia linea L929 de fibroblastos murinos depleta la
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generacion de ROS generados por el tratamiento con TNF (54). Con el objetivo
de evaluar el efecto del chogue térmico en los niveles de estrés oxidativo en
respuesta al TNF por 18 h (& ng/ml) en la clona sensible (L.929 P6) y resistente
al TNF (L9298 PR1), se determiné la reduccion de MTT en ambas clonas 3y 6
h después del choque térmico.

| a figura 17 A muestra que en la clona L929 P6 el estrés oxidativo se mantiene
sobre los niveles del control para 3 y 6 h, mientras que para Ia clona L8929 PR1
los niveles de ROS generados se reducen significativamente para ambos
tiempos {figura 17 B},
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Figura 17. Efecto det choque térmico en [a reduccion de MTT en respuesta al TNF en la clona
sensible {L929 P6) y resistente (L9239 PR1) al factor. Las clonas se sometieron a un choque
térmico (42 °C, 30 min), posteriormente 3, 6, y 12 h después los cultivos celulares se trataron
con TNF (5 ng/ml) por 18 h Al final de la incubacion con el factor, se evaiud &l nivel de estrés
oxidativo midiendo la reduccion de MTT en la clena sensible A y en la clona resistente 8 (*p<
0.05 ** 0.005, n=3 ). Los valores de reduccion de MTT estan representados respecto al

control.

Efecto del choque térmico en los niveles de actividad de catalasa en la
ciona L929 P§

La expresion de la proteina hsp70 después del choque térmico es sdlo
una de las respuestas celulares a un estado de estrés, mecanismo que ayuda
a contrarrestar el dafo celular generado e incrementar la sobrevivencia. Se
sabe que la expresion de la proteina de choque térmico hsp70 induce la

expresion de la enzima glutatidon peroxidasa, disminuyendo los niveies de




estrés oxidativo y que esto correlaciona con un incremento de la viablidad
celular. Con la finalidad de analizar si una de las respuestas celulares
inducidas por el chogue térmico es la elevacion de otros mecanismos
antioxidantes como la catalasa, que pudiera contribuir con la proteccion al
efecio citotdxico del TNF, se evalud la actividad de esia enzima 6 y 12
después del chogque térmico. Los resultados de actividad de catalasa en
respuesta al TNF mostraron que la mayor actividad en las células 1929 PG se
presenta 1h después de adicionar el TNF, por lo que la actividad de la enzima
se evalud 1 h después de su adicion (5 ng/ml), y 6 y 12 h posteriores al choque
térmico. Una vez demostrado que para la clona sensible el choque térmico
correlaciona con la proteccion conira el efecto citotoxico del TNF y del H;0,, se
decidio analizar la actividad de catalasa Gnicamente en la clona L8929 P6.

Los resultados presentados en la figura 18 muestran que [a actividad de
catalasa cae después de 6 h (0.7 veces la actividad def control) y que esta
aumenta solo 1.22 veces a 12 h de incubacidn después del chogque térmico.
Par lo gque no hay correlacion entré una actividad aumentada de catalasa y
resistencia al TNF y al H20;
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Figura 18. Efecto del choque térmico sobre los niveles de actividad de catalasa en la clona
sensible (L929 P6). La clona sensible se sometid a un choque térmico (42 °C, 30 min),
posteriormente el cultivo celular se incubd por 6 y 12 h, al finalizar el tiempo de incubacion las
celulas se trataron con TNF {Sng/mt), después de 1h de tratamiento con el factor, se determing
la actividad de catalasa por oximetria en 1a clona sensible al TNF. (n=3). La actividad especifica

de catailasa esta expresada en n dtomos O/ min/mg de proteina.



DISCUSION

Al comparar la susceptibilidad de las clonas L929 PR1 y L929 P6 al efecto
citotoxico del TNF, encontramos que la clona L929-PR1 muestra resistencia al
TNF con un 75% de sobrevivencia contra 18% de la clona L929-P56 (fig 8 A). La
explicacion mas sencilla a esta resistencia al efecto citotéxico del TNF podria ser
la ausencia de receptores membranales al TNF o una disminucion en su niimero.
Sin embargo, estudios previos en varias lineas celulares en las que se ha
caracterizado el mecanismo de resistencia al TNF, se ha visto que esia resistencia
no se debe a una diferencia en el nimero de receptores al TNF (30). Ensayos de
union con TNF marcado con | podrian resolver esta pregunta,
desafortunadamente estos ensayos no han dado resultados concluyentes en el
laboratorio debido a la baja actividad especifica del TNF-yodado con 1'*® por
causas comerciales, y el reducido niémero de receptores por célula entre 1000 y
10000 x (comunicacion personal de Criselda Mendoza). AGn si el nimero de
receptores se conservara constanie en las células resistentes, la capacidad
transductora de los mismos podria estar disminuida por mutaciones puntuales o
por la falta de proteinas acopladoras {descritas en la introduccién), Tanto una
disminucion en el nimero de receptores como una transduccion defectuosa se
reflejarian en una intensidad reducida de las senales intracelulares inducidas por
el TNF. Con el propésito de descartar estas posibilidades se midid la cantidad del
factor transcripcional NFkB translocado al nicleo en respuesta al TNF en células
susceptibles y resistentes al efecto citotdxico del TNF. Los ensayos de retardo (fig
7) mostraron que la translocacion del factor de transcripcion NFxB es similar en
ambas clonas, lo cual sugiere que la resistencia no se deriva de diferencias en el
nGmero de receptores ni en la via de transduccion inducida por esta citocina. Ei
estrés oxidativo generado en respuesta al TNF por parte de la clona L92S P6 se
incrementa un 50% respecto a los niveles de estrés generados en la clona
resistente, mientras que los niveles de estrés oxidativo basal son mayores en la
clona resistente (2 veces) (fig 9). El que los niveles de estrés oxidative basai en la

clona resistente se encuentren incrementados en relacidn a la clona sensible, y
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que el tratamiento con TNF eleve los niveles en la clona L8929 P8 y los mantenga
en los niveles basales en la ¢lona PR1, sugiere que los mecanismos antioxidantes
en la clona resistente son suficientes para contrarrestar este incremento en los
niveles de estrés oxidativo inducido por el TNF mientras que en la clona sensible
probablemente se requiera inducir mecanismos de proteccion contra el dafo
oxidativo. La resistencia al TNF observada en la clong L929 PR1 correlaciona cen
su resistencia al H,0: lo cual sugiere que [a proteccion contra la citotoxicidad
producida por el TNF en la clona L929 PR1 esta relacionada con proteccion a un
estrés oxidativo inespecifico (fig 10). La actividad de catalasa provee evidencias
de que ia proteccion a la citotoxicidad inducida por el TNF en la clona resistente no
es debida al aumento en los niveles de la actividad especifica de esta enzima (fig
11 B); ya que la actividad basal en la clona resistente {L929 PR1) es sdlo el 73%
de la clona sensible (L9929 P8) (fig 11 C). En respuesta al TNF el incremento en la
actividad de catalasa en la clona L9298 PG es del 12% desde la primera hora de
tratamiento con el factor (fig 11 A), mientras que para la clona L929 PR1 los
cambios en la actividad se dan de manera transitoria con cambios significativos a
tiempos mas largos (3 y 9 h) alcanzando un maximo de 1.65 veces sobre el control
{fig 11B). Para explorar esta posibilidad, se evalud la proteccidn conferida por la
proteina A20. Una de las respuestas de estrés inducidas por el TNF es la
expresion de la proteina A20 (58). Con el fin de corroborar que la clona resistente
L9258 PR1 responde con menor estrés al TNF, se hicieron estudios de
transcripcion reversa y PCR acoplados a ensayos de "Southern™ utilizando como
sonda oligonucledtidos contra el producto de amplificacion de A20. El andlisis de
Southern del producto obtenido por TR y PCR del mensajero de la proteina A20
muestra que se expresa de manera transitoria en ambas clonas, observando una
marcada reduccion en la clona £929 PR1. La mayor induccién se da a tiempos
temprancs (3 h, 2 veces) en la clona sensible; el pico de expresion de A20 se
observa alas 12 h en L929 P8 y a las 3 h en la clona resistente (fig 12 B). Si bien
A20 se induce rapidamente en la clona resistente en respuesta al tratamiento con
TNF, la magnitud de este aumento es mucho menor al que se da en la clona

sensible . Esto sugiere que el estrés generado es menor en la clona resistente,



Por otro lado, el andlisis de la expresidn de la proteina hsp70 en respuesta al
choque térmico muestra que la maxima induccion se da a tiempos tempranos en
ia clona sensible (1.929 P8} (3 y 6h) (fig 14 A), mientras que en la clona resistente
(L8929 PR1) se da a las 12 h (fig 14 B). E! choque térmico provee proteccidn contra
el efecto citotoxico del TNF, al evaluar la viabilidad celular encontramos que el
mayor porcentaje de sobrevivencia en fa clona sensible se da si el TNF se
adiciona a los tiempos en los que los niveles de expresion de hsp70 se encuentran
elevados, tanto para la clona sensible (3 y 6 h), como para la clona resistente (6 y
12 h). (fig 15 Ay 15 B).

El estrés oxidativo como mediador de la respuesta citotoxica del TNF: El TNF
es una citocina producida principalmente por macréfagos activados, a la cual se le
atribuyen miultiples actividades bioldgicas, entre 1as que se encuentra la muerte
celular, mediada por la activacién de dos tipos de receptores (TNFR1 y TNFR2)
(5). La secuencia de sucesos que siguen a la interaccién del TNF con sus
receptores aln no se conoce con precision, aunque hasta el momento se han
descrito diversos eventos tempranos desencadenados por el TNF. Dentro de estos
eventos se encuentran la activacion de proteinas cinasas como JUNK, fosfatasas
del tipo 2A y proteasas solubles de la familia de la convertasa de interleucina 1
(ICE), la activacion de [a fosfolipasa A2, esfingomielinasas y la activacion de
factores de transcripciébn (NFkB y AP-1). Recientemente varias evidencias
sugieren que de manera directa o indirecta algunos de estos eventos llevan a un
aumento en el estrés oxidativo, que es considerado como un evento importante en
la mediacién de la respuesta citotoxica det TNF en la que se ha implicado a la
respiracion mitocondrial (25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34). Orientados a
valorar un aumento en la produccién de superéxidos durante la muerte inducida
por el TNF, otros estudios en el laboratorio, utilizando las clonas sensibles al TNF
1929 P8 y 1929 CR1, mostraron que el TNF es capaz de inducir un aumento en la
reduccidn de MTT por namero de célula viable, apoyando la idea que el estrés

oxidativo participa en la muerte mediada por el TNF (41).
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Caracterizacion de células resistentes al efecto cifotoxico del TNF como
modelo de estudio: EI TNF tiene un efecto citotoxico limitado en células
obtenidas de cultivos primarios. Por ejemplo, las células endotefiales humanas
derivadas de cordones umbilicales se activan en respuesta al TNF, incluso
presentan un incremento en los niveles de estrés oxidativo reflejados por un
aumento en la reduccion de MTT pero no mueren (70). La ausencia de muerte no
se debe a la falta de receptores capaces de ser activados por el TNF, ya que en
respuesta a esta citocina hay un aumento en la translocacién del factor
transcrpcional NFkB y un aumento en la expresion de moléculas de adhesion
(selecting E, I-CAM1 y V-CAM?2) {datos inéditos de Lucia N Ldpez y de Adriana
Estrada). En contraposicién con las células endoteliales humanas, en cultivos
primarios de células endoteliales de aorta de bovine el TNF induce muerte masiva
produciendo cambios ultratesructurales caracteristicos de apoptosis (67), induce
retraccion celular, activacion de fosfolipasa A2 y sintesis de eicosanoides (68).

El efecto citotoxico del TNF prevalece solo sobre células fransformadas o
inmortalizadas como los promielocitos HL-60 o los fibroblastos de ratén 1.929 (70),
aungue existen lineas tumorales que son resistentes al efecto citotoxico del TNF,
como las células ACHN derivadas de un tumor de mama humaneo (datos inéditos
de Catalina Machuca). El mecanismo por el cual células tumorales como las
ACHN no responden al efecto citotéxico del TNF, adn no se comprende. Ya que el
TNF ha sido peostulado como un agente antitumoral fisiclégico, comprender los
mecanismos que confieren resistencia a su accién podria ayudar a un mejor
tratamiento preventivo y/o terapéutico de tumores. Para resolver este problema se
emplean como modelo experimental células resistentes derivadas de células
susceptibles al efecto citotéxico del TNF, lo cual permite analizar algunos de los
mecanismos implicados en la resistencia a esta citocina En investigaciones
previas se ha caracterizado la sensibilidad al TNF en células derivadas de
fibroblastos murinos L8929 resistentes al factor, generadas ya sea por tratamiento
prolongado con TNF (45), transfeccién con cDNA de proteinas de chogue térmico

como hsp70 y hsp27 (54) y la sobreexpresion de la enzima manganeso
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superoxido dismutasa (MnSOD}) (52). En las células que sobreexpresan proteinas
de choque térmico se ha reportado un decremento en los niveles de RQS
generados en respuesta al tratamiento con el TNF (52, 64}, mientras que en las
células que sobreexpresan MnSOD se encontrd que la resistencia al TNF
correlfaciona con un incremento en la actividad de la glutatién peroxidasa (54).
Estos resultados apoyan la hipotesis de que el estrés oxidativo juega un papel
importante en el efeclo citotdxico del TNF. En vista de que la sobreexpresion de la
proteina de estrés térmico hsp70 confiere resistencia al TNF, en este trabajo se
planteé como objetive determinar si la expresién transitoria del gen endégeno de
la proteina hsp70 correlaciona con proteccion contra el efecto citotoxico del TNF y

contra estrés oxidativo en general.

Analisis del estrés oxidativo basal y generado en respuesta al tratamiento
con TNF en la clona sensible (1929 P6) y resistente (L929 PR1): Varias
evidencias muestran gue el aumento en las defensas antioxidantes son un
mecanismeo clave en el fendmeno de resistencia al TNF por lo que se ha
postulado que el estrés oxidative es un mediador en la muerte ¢elular inducida por
esta citocina (25,26,27,28,29,30). Experimentos previos en el laboratorio en los
que se evalud el estrés oxidativo en células L929 sensibles y resistentes al TNF
(estas ultimas transfectadas con Bcl-2) utilizando como sonda moléculas que
atrapan electrones desapareados (MTT y DCF) mostraron que la produccion de
ROS en respuesta al TNF en las células resistentes es menor.

Dados estos antecedentes, en este trabajo se evaluaron los niveles de estrés
oxidativo basal y en respuesta al TNF en [as clonas sensible L929 PG y resistente
1929 PR1. La primera aproximacion para caracterizar ef efecto citotdxico del TNF
tanto para la clona sensible L929 P§, como para la clona resistente generada en &l
laboratorio L929 PR1, fue evaluar la viabilidad celular en respuesta al tratamiento
con TNF. El MTT es una trampa de electrones que reduce electrones de alto
potencial de oxido reduccidn. Resultados inéditos de Fabian Romero en el

laboratorio han mostrado que los mayores niveles en la reduccion de MTT
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después de 24 h de tratamiento con TNF se observa a tiempos tardios, mientras
gue el DCF, el cual oxida electrones de bajo potencial de oxido reduccion, detecta
un incremento en los niveles de estrés oxidativo a tiempos cortos después de la
adicidon del TNF (1 h). Una posible interpretacion a estos resultados, es que el
estrés oxidativo detectado por el DCF refleja una respuesta inicial en el proceso de
muerte inducido por el TNF, mientras que &l detectado por el MTT tal vez sea una
consecuencia tardia del proceso de muerte. Los resultados de reduccién de MTT
en la clona L929 P6 mostraron gue la clona sensible (fig 9 A) presenta un nivel
de estrés oxidativo basal menor (1.5 veces) a la clona resistente (L9293 PR1)
{figura 9 B), mientras que los niveles de ROS generados en respuesta al
tratamiento con TNF aumentan de manera significativa en la clona sensible {figura
9 A), manteniendose en los niveles basales para la clona resistente L929 PR1
{figura 8 B).

E! aumento en la reduccion basal de MTT en las células resistentes L9298 PR1
puede ser meramente ef resultado de haber seleccionado una clena una actividad
oxidativa mas alla que la del promedio de las células, representadas por la clona
1928 P6. Esta condicién oxdativa basal debe tener un componente respiratorio, ya
que la reduccion de MTT refleja en gran medida ia respiracion mitocondrial, en
particular la generacién de radicales superdxido generados en el sitio 1 de la
cadena respiratoria {69).

El hecho que Ibs niveles de esirés oxidativo se mantengan después del
tratamiento con TNF en la clona resistente, sugiere que el programa de muerte
nunca progresa a un punto tal en el que puedan generarse las especies reactivas
que pueden reducir al MTT. Esta posibilidad estaria de acuerdo con un menor
estrés oxidativo y una mayor viabilidad.

Por el contrario el incremento observado en los niveles de estrés oxidativo y el
bajo porcentaje de sobrevivencia en respuesta al TNF en Ia clona sensible L929
P6, implica que el programa avanza hasta un punto en el que se forman las
especies reactivas que reducen al MTT. La muerte celular asociada a este punto
implica la incapacidad de estas céiulas para lidiar con este tipo de estrés oxidativo

inducido por el TNF vy sugiere la presencia de mecanismos antioxidantes en las
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células resistentes L929 PR1.

La adicion de Hx0O; de manera ex6gena nos permitid valorar el efecto de una
fuente inespecifica de estrés oxidativo sobre la viabilidad celular de ambas clonas.
Los resultados del tratamiento con 2 mM de H20; en la clona sensible (1.929 P6) y
resistente al TNF (L929 PR1), muesiran en esta dltima una sobrevivencia 2.5
veces mayor a la de clona sensible (fig 10). Estos resultados demuestran que el
estrés oxidativo es una de las vias de muerte inducida por el TNF ya que existe
una correlacion entre la resistencia la HyO; y al TNF por parte de la clona £929
PR1. También sugiere que unc de los mecanismos protectores contra el TNF que
operan en esta clona puede ser una mayor eficiencia en la remocion de especies
reactivas derivadas del H,O, Si bien desconocemos el proceso bioguimico
preciso por el cual ocurre, es muy probable que se encuentre implicada la
actividad de una peroxidasa. La determinacion de catalasa, analizada en mayor
detalle mas adelante, sugiere que la actividad de peroxidasa implicada en esta
proteccion no esta dada por esfa enzima. Queda por valorar la actividad de otras

peroxidasas, como la giutatién peroxidasa y la tioredoxina peroxidasa.

Analisis de la actividad de catalasa durante la muerte celular inducida por el
TNF:

Habiendo demostrado que la clona L929 PR1 es resistente al efecto citotdxico del
TNF y al peroxido de hidrogeno; el primer paso a analizar fue si los niveles de
estrés oxidativo correlacionan con los niveles en las defensas antioxidantes, para
lo cual se evaiud la actividad de catalasa en condiciones basales y en respuesta al
TNF. Estudios paralelos sobre los niveles de RNAm de la catalasa mostraron que
la clona L929 PR1 presenta un pico de induccidn del mensajero de catalasa de
manera tardia {6 h) en comparacién al maximo pico de induccién del mensajero de
catalasa para la clona sensible L929 P6 (th) (comunicacion personal de Catalina
Machuca del Laboratorio del Dr. Zentelia).
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Con el objetivo de correlacionar la induccion del RNAm de catalasa inducida por el
TNF y los niveles de actividad de la enzima, se evalubé un curso temporal de Ia
actividad de catalasa en respuesta al tratamiento con 5 ng/m! de TNF. Los
resultados muestran que el pico de actividad de catalasa para la clona sensible
{L929 PB) (fig 11 A) se da en la primera hora y tercer hora, mientras que para la
clona resistente (L929 PR1) (fig 11 B) la actividad se comporta de manera
transitoria, donde los valores maximos de actividad de catalasa se regisiran a las 3
y 8 h de tratamiento con TNF. Al comparar la cinética de expresién de RNAm y de
actividad de catatasa, encontramos que para la clona sensible (1.929 P8), hay una
correlacion entre el nivel maximo de expresion del mensajero vy la actividad
enzimética (1h). Sin embargo, |a actividad permanece elevada hasta las 9 h
mientras que los niveles del mensajero bajan entre las 3 y 9 h. Esto sugiere que la
actividad de catalasa no refleja los cambios en mensajero y probablemente se
deba a la enzima presente desde el principio del ensayo. La caida en actividad
registrada a las 24 h es muy probablemente el reflejo de la destruccion
generalizada de los componentes celulares.

En el caso de la clona resistente (L929 PR1), mientras que el mensajero alcanzo
su nivel maximo a ias 6 h, el pico maximo en la actividad de catalasa se alcanza a
las 3 h. La inconsistencia entre una actividad elevada a las 3 h y un aumento en el
mensajero 3 h después (a las 6 h de tratamiento} sugiere que el aumento en
actividad a las 3 h es un efecto postraduccional. Por otra parte a las 9 h ya hay
mas mensajero de catalasa que no se refleja en la actividad nia las 9 nia las 24 h.
Esto sugiere que en la clona resistente 1929 PR1 el aumento en actividad de
catalasa no guarda ninguna relacion con los cambios en los niveles del mensajero.
La figura 11 € muestra que la actividad especifica basal de catalasa es menor en
la clona resistente L9289 PR1(0.4 natomos de Oz/min/mg proteina), mientras que la
figura 11B muestra que en respuesta al TNF esta actividad aumenta a 160% con
respecto a su control {100%). Este aumento hace que 1a actividad de catalasa en
la clona resistente L929 PR1en respuesta al TNF alcance valores semejantes a la
actividad basal en la clona sensible L929 P6 (0.4 natomos de Ox/min/mg proteina
x 1,60 = 0.64 natomos de Ox/minfmg proteina). Esta comparacién nos lleva a
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proponer que a pesar de haber un aumento en la actividad de catalasa en la clona
resistente, este dificilmente puede explicar la resistencia al estrés oxidativo, ya
que es muy parecida a la actividad basal de catalasa de la clona sensible (0.6
natomos de QO.fmin/mg proteina).

La actividad de catalasa en la clona sensible presenta un pequefio aumento en
respuesta TNF que se da desde la primera hora, esta respuesta es transitoria y
cae por debajo del control a tiempos posteriores (24 h) (fig 11 A), lo cual
correlaciona con un incremento en los niveles de estrés oxidativo evaluados por
MTT a 12 y 20 h de tratamiento con TNF (fig 8 A). Estos resultados sugieren que
de darse un respuesta antioxidante protectora en la clona sensible (L929 P6) en
respuesta al TNF esta es muy pequefia (no mayor al aumento del 12% en la
actividad de catalasa); y que este mecanismo de proteccion es transitorio ya que
el estrés oxidativo después va en aumento (12y 20 h , fig 8 A).

Por el contrario en fa clona resistente L829 PRt no hubo correlacién entre la
actividad de catalasa y los niveles de estrés oxidativo, ya que mientras que hubo
un aumento del 60% (fig 11 B) en la actividad de catalasa, la reduccion de MTT
permanecié constante (fig 9 B).

Respuestas antioxidantes no enzimaticas

Estudios previos muestran que ademas de la sobrexpresion de enzimas
antioxidantes ccmo la MnSOD, GSH y thiorredoxina peroxidasa (44,48,71),
correlaciona con proteccidén al efecto citotéxico del TNF, otros mecanismos no
enzimaticos como la sobrexpresién de proteinas de estrés A20 (56,62) y proteinas
de choque térmico hsp70 y hsp27(54,55) las cuales no poseen una actividad
antioxidante intrinseca, igualmente participan en la resistencia a la citotoxicidad
inducida por el factor. En este trabajo quisimos correlacionar el curso temporal de
la expresion endbgena de la proteina hsp70 en respuesta al choque térmico, y la
expresion de ta proteina de estrés A20, como marcadores de estrés celutar, con la

proteccion contra la muerte celular inducida por el TNF.
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Proteina de choque térmico hsp70: Los niveles de la proteina hsp70 se
determinaron por inmuncanalisis después de 3, 6, 9, 12 y 24 h posterior al choque
térmico. E} analisis densitométrico del inmunoanalsis de hsp70 en ambas clonas
muestra que la expresion de la proteina se da de manera transitoria, en la clona
sensible (L929 P6) se observa una induccion en la expresion a tiempos muy
tempranos (3 h) {fig 14 A) en comparacién a la clona resistente (L8929 PR1), la cual
alcanza el maximo pico de induccidén 12 h después del choque térmico (fig 14 B).
Estos resultados correlacionan con la viabiidad celular en células expuestas a
chogue térmico y tratadas con 5ng/mi de TNF. La ventana de maxima expresion
de la proteina hsp70 en céluias L9292 P6 esta entre las 3 y 6 h, tiempos en donde
encontramos el mayor porcentaje de sobrevivencia (fig 15 A) mientras que para la
clona L929 PR1 Ia viabilidad aumenta a las 12 h de expresion de la proteina (fig
15 B), tiempo en el cual ohservamos el maximo nivel de induccibn(fig 14 B). Los
tiempos de induccion diferenciales se reflejan en la viabilidad celular en ambas
clonas después del tratamiento con ef TNF, lo cual muestra que la respuesta
celular al estres térmico, seguido comao la expresion de la proteina hsp70, protege
contra la citotoxicidad inducida por el TNF. De esta manera, estos resultados
sugieren una correlacion entre el aumento en los niveles de expresion de hsp70 y
proteccion contra el efecto citotoxico det TNF en ambas clonas celulares. En la
clona L929 P86 esta relacion es directamente proporcional (circulos claros de Ia
figura 15 C), en tanto que en la clona resistente la relacion no es totalmente lineal
(circulos obscuros de la figura 15 C). Esta diferencia se explica porque la
sobrevivencia intrinseca de la clona L8929 PR1 en respuesta al TNF es del 80 %,
contra un 20 % de la clona sensible (L929 P6). Eliminado este primer punto, el
resto de Jos puntos correspondientes a la clona L929 PR1 caen dentro de un
comportamiento lineal, paralelo al de la clona L929 P8. Esta relacion sugiere que
la proteccion en la clona PR1 estad dada por dos mecanismos aditivos entre si. El
hecho de que la clona L929 PR1 presente resistencia en ausencia de hsp70 que
no se expresa de manera basal sugiere un mecanismo independiente de la

respuesta al choque térmico. A este mecanismo de proteccién intrinseco de la
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clona resistente se suma al inducido por el choque térmico, cuya intensidad
correlaciona con la expresion de la proteina hsp70 (fig 14 C).

Proteccion contra H,O, mediada por el choque térmico hsp70: Hemos
propuesto al estrés oxidativo como un componente de la via de muerte mediada
por e} TNF. Si la respuesta celular 2l chogue térmico interfiere con el estrés
oxidativo generado por el TNF, al tratar a las células con una fuente de estrés
oxidativo generado de manera inespecifica (H0»), estas deberian ser resistentes
después del chogue térmico. Al evaluar la viabilidad en células expuestas a
chogque térmico en respuesta al tratamiento H>O; por 4 h (2 mM), la viabilidad se
incrementa para la clona sensible (L929 P6) (fig 16 A} y no asi para la clona
resistente (L9299 PR1) (fig 16 B), donde el porcentaje de sobrevivencia se
mantiene a los niveles del control. Estos resultados sugieren que efectivamente el
choque térmico promueve la induccion de mecanismos de proteccion
antioxidantes que interfieren con un estrés oxidativo inespecifico.

Ailn se desconoce el mecanismo mediante el cual la respuesta celular al choque
térmico protege contra la muerte celular inducida por el TNF. Se ha observado que
en la linea 1.929 la sobreexpresion de estas proteinas por transfeccion depleta la
generacion de RQOS en respuesta al tratamiento con el TNF, evento que
correlaciona con un incremento en los niveles de la glutatién peroxidasa (54). En
la linea premonocitica humana U937 el chogue térmico correlaciona con la
expresion de la hsp70, lo cual previene alteraciones en el potencial de membrana
y la expresion del producto proteico Bcl-2. Dados estos antecedentes, y con base
en los resultados anteriores, se evalud la relacion entre el choque térmico y los
niveles de ROS generados en respuesta al tratamiento con el TNF. Los niveles de
estrés oxidativo en la clona sensible (L929 PB) se mantienen constantes (fig 17 A),
en tanto que en la clona resistente (L9229 PR1) los niveles de estrés oxidativo
presentan un pequefio decremento a lo largo del tiempo (fig 17 B). Estos datos
sugieren que en la clona sensible L9829 P6 la respuesta al choque térmico no

afecta el equilibnio de produccion y remocion de las especies reactivas detectadas
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por MTT, a pesar del aumento en fa viabilidad en presencia de H,02 . En tanto que
en la clona resistente L8929 PR1 la reduccién de MTT presenta una pequefia
disminucion, {o que refuerza la idea de que en estas células la resistencia resulta a
una combinacion de entre los mecanismos intrinsecos y los inducidos por el
choque térmico.

Actividad de catalasa en respuesta al choque térmico hsp70: Con el objetivo
de terminar si la resistencia que confiere la respuesta celular al choque térmico
implica una incremento en la actividad de catalasa evaluamos su actividad
especifica 6 y 12 h después del chogue térmico. La actividad se determind una
hora después del tratamiento con TNF. Los resultados de la figura 18 muestran
que la actividad a las 6 h disminuye un 40% mientras que a las 12 h regresa a los
valores control. Estos cambios son inconsistentes con una actividad antioxidante
que pudiera explicar la proteccion contra el HyO, (fig 16 A), por lo que concluimos
que en la proteccion antioxidante que se activa en respuesta al choque térmico

participan ofras peroxidasas distintas a Ia la catalasa.

Proteina A20: Los resultados en los cambios de RNAm de la proteina A20 en
respuesta al TNF muestra que en ambas clonas ia proteina se expresa de
manera transitoria, aun cuando el pico de expresién en la clona resistente (L929-
PR1) se observa a tiempos tempranos (3 h), en comparacion a la clona sensible
(L929 PB), en la que la mayor expresion de la proteina se da 12 h después del
tratamiento con TNF, ia magnitud de la expresion es claramente mayor en la
clona sensible (fig 12). Estos resultados correlacionan con jos niveles de estrés
oxidativo detectado por MTT, mostrando que en respuesta al tratamiento con TNF
para la clona sensible (fig 8 A), los niveles de ROS generados aumentan de
manera significativa, en tanto que se mantienen a los niveles basales en la clona
resistente (fig 9 B). Estos resultados sugieren que la expresién de la proteina A20
es un reflejo del estado de estrés celular , encontrando una correlacién entre este

estado de estrés con la proteccion contra la muerte celular inducida por el TNF.



CONCLUSION GENERAL

La expresion endogena de la proteina de choque térmico hsp70 se refleja en la
viabifidad celular tanto en la clona sensible (L929 P6) como en ia clona resistente
{L929 PR1), lo cual muestra que la respuesta celular al estrés témico, seguido
como la expresion de la proteina hsp70, protege contra la citotoxicidad inducida
por el TNF. El andlisis de correlacién (fig 14} sugiere que la proteccion conferida
por el chogue térmico en la clona resistente esta dada por un mecanismo
intrinseco de la clona, al que se le suma el inducido por el choque témmico. Los
niveles de estrés oxidativo basales y generados en respuesta al TNF apoyan la
hipétesis de que en la clona resistente uno de los mecanismos protectores pudiera
ser la eficencia en la remocién de especies reactivas derivadas del H:0,5; los
resultados de actividad de catalasa sugieren gue probablemente son otras las
enzimas antioxidantes, como la glutation peroxidasa o la tiorredoxina peroxidasa,
las que participan en la proteccién contra el estrés generado por el efecto
citotoxico del TNF.
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