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RESUMEN

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), es una citocina capaz de
inducir una senal de muerte la cual incluye la fragmentacién del
ADN, la activacion de proteasas (“caspasas”) y la generacion de
estrés oxidativo. La transduccion de la senal inducida por el TNF-a. ha
sido intensamente estudiada, pero una de las vias inductoras de
muerte poco estudiada es aquella en la que participa el supresor
tumoral p&3. El objetivo de este trabajo fue determinar el mecanismo
mediado por TNF-a responsable de la inhibicion de la proliferaciéon
que precede a la muerte celular en las lineas de fibroblastos de
raton L929 y de adenocarcinoma mamario humano MCF-7. Los
resultados obtenidos definen la existencia de un umbral donde la
célula pasa de un estado de paro del ciclo celular a la muerte de la
misma. La inhibicién de la proliferacion coincide con un marcado
incremento en la incorporacion de timidina-[3H] por célula tratada
con TNF-a que suguiere un proceso de reparacion de ADN, lo
anterior también coincide con el incremento de ARNm vy proteina de
P53, para las dos lineas celulares. Las células L929 se detienen en la
fase G2-M indicando que en este punto se estd llevando a cabo el
paro del ciclo celular; Sin embargo, los niveles de proteina de p53 no
coinciden con los niveles bajos de expresion de la proteina p21 en la
ventana de tiempo donde la acumulacidn de la fase G2-M es
maxima. Las células MCF-7 no se detienen en ninguna fase del ciclo
celular, pero si se observd un incremento de p21, que a pesar de
inhibir a los complejos ciclina/CDK no correlaciona con inhibicion del
paso de G1 a S. La generacién de estrés oxidativo correlaciona con
el posible dano al ADN, evaluada por la incorporacién de timidina-
[H] y con la consecuente inhibicidn de la proliferacion que

antecede la muerte celular inducida por esta citocina.
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ABSTRACT

Tumor Necrosis Factor (TNF-a) induces a signal of death which
include DNA fragmentation, “caspase” activation and oxidative
stress generation. The signal transduction induced by TNF-a is a field
that has been intensly studied, but little is known about TNF-a
signaling leading to the protein p53 accumulation. The objetive of
this study was to evaluat the mechanism responsable of the cell
cycle arrest previous to the cell death in L929 and MCF-7 cells . The
results indicate the existance of a treshold where cell tfransit from cell
cycle arrest to the death. The proliferative inhibition coincides with
increased incorporation of labeled tymidine-[3H] by cell TNF-a
treated. This suggests a reparation process of DNA, and coincides
with increased expression of p53 both at mRNA and protein level in
both cells lines. The L929 cells arrest in G2-M fase, however p53
expression did not coincide with the p21 low level when G2-M arrest
is highest. The MCF-7 cells were not arrested in any fase of the cell
cycle. The increase in p21 protein level should have resulted in
inhibifion of the CDK/cyclin complex, however, the consecunte arrest
in G1 was not observed. Oxidative stress generation coincides with
posible DNA damage, evaluated by incorporation of tymidine-[3H],
and with the inhibition of the proliferation previous of the cell death

induces by this cytokine.
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INTRODUCCION

Uno de los mayores logros de la naturaleza es la propia vida, y su
contraposicidon a los procesos de desgaste y/o desorganizacion que
llevan a la muerte. Esta dualidad ha llevado a decir que cuando un
organismo superior inicia su vida se dice que empieza a morir. De
hecho el reconocimiento de la existencia de multiples procesos de
muerte celular fisioldgica ha demostrado que la muerte celular es
muy importante desde etapas muy ftempranas del desarrollo
embrionario en Ia mayoria de organismos multicelulares.
Actualmente se acepta que tanto el desarrollo embrioldgico como
el mantenimiento de los érganos vy tejidos adultos resulta de
procesos de proliferacion, diferenciacion y muerte celular. Se ha
identificado una variedad de moléculas que inducen o
desencadenan un programa de muerte en la unidad mas simple de
todo organismo, la célula. Dentro de su informacidén genética todas
las células de animales tienen codificada la capacidad de
promover su propia destruccion. En la mayoria de los casos, este
programa parece estar "armado” pero se mantiene bloqueado en
espera de la senal precisa para llevarse a cabo.

La muerte celular programada por apoptosis es un proceso
organizado, cuya caracteristica mds sobresaliente es la activacion
secuencial de una familia particular de proteasas, asi como la
degradacion de moléculas importantes para el metabolismo
normal. En respuesta a agentes inductores de muerte, se
desencadenan senales de muerte que resultan de agregacion de
proteinas “pro-apoptdticas” que culmina con la activacidon de una
cascada de cisteinil aspartil proteasas dcidas llamadas actualmente
“caspasas”.

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), es capaz de inducir una
senal apoptdtica en diversas células, y existe una amplia literatura

sobre su mecanismo de accidn, aunque paraddjicamente no en
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todos los sistemas celulares donde actia el TNF-a se produce la
muerte celular. Por haber sido el primer factor inductor de apoptosis
identificado y dada la amplia distribucion de sus receptores, la
transduccion de la senal inducida por el TNF-a €s un campo que se
ha estudiado intensamente. Actualmente, se estdn evaluando y
describiendo las diferentes vias que se activan en respuesta a este
factor para tratar de integrar lo que hoy en dia se conoce de sus
vias de senadlizacién. Una de las vias inductoras de muerte
apoptdtica inducida por TNF-a que ha sido poco estudiada es
aqguella en la que participa el supresor tumoral p53; El presente
trabajo se enfoca a este aspecto de la muerte celular inducida por
TNF-a.

13



MARCO TEORICO

1.- FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA (TNF-a)

a) Antecedentes histéricos

En 1975, Lloyd Old y sus colaboradores (Carswell, 1975) demostraron que el
tratamiento de ratones o conejos con el bacilo Calmette-Guérin (BCG), al que
sigue una inyeccion de lipopolisacdrido (LPS), producia la liberacion a la
circulacion de una proteina que llamaron factor de necrosis tumoral (TNF). La
principal aportacion del grupo de Old fue demostrar que la actividad
necrozante de tumores era un factor que se derivaba del hospedero y no del
bacilo, y proponer que la fuente principal del factor eran los macréfagos.
También se demostrd que el TNF tenia un efecto tdxico sobre células tumorales
en cultivo y que en ratones con sarcoma inducido por metilcolantreno
provocaba una necrosis hemorrdgica rapida y regresion tumorall.

A principios de los 80°s, Cerami y colaboradores tenian interés en identificar el
agente o agentes causales de la pérdida de masa corporal, caracteristica de
pacientes con infecciones cronicas o con cdncer, condicidn que se conoce
como caquexia (Beisel, 1975). Ellos demostraron que una condicidén muy similar
a la caquexia se reproducia en ratones que se frataban con endotoxina

bacteriana; ademads, el suero de estos animales podia causar caquexia si se
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transferia a un ratdn singénico sano, lo que sugeria que la endotoxina inducia la
liberacion de factores enddégenos que promueven este des-balance fisioldgico.
En 1985 aislaron un factor, que producen los macréfagos e inducible por
endotoxina, capaz de suprimir la actividad de la lipoproteina lipasa en la linea
de adipositos 3T3/L1 (Beutler, 1985). El factor fue llamado caquectina por su
supuesto papel en el origen de la caquexia; sorprendentemente, la secuencia
de aminodcidos fue altamente homaodloga a la secuencia de TNF-a humano que
se determind unos meses antes. Por lo tanto, la caquectina y el TNF-a, como se
nombra hoy a esta proteina, resultaron ser la misma molécula (Aggarwal, 1992).
El TNF-a pertenece a una clase de proteinas —similares a hormonas- llamadas
citocinas, que incluyen los interferones, interleucinas y los factores de
crecimiento hematopoyéticos (CSF’s).
La clonacion del gen y la purificacion de la profeina recombinante se
tradujeron en una verdadera explosion informativa. Se hizo evidente que el TNF-
a, que originalmente se definid por su actividad antitumoral, ejercia distintos
efectos sobre células normales y era mediador de la respuesta inflamatoria y
de larespuesta inmune innata (Aggarwal, 1985; Beutler, 1985; Aggarwal, 1992).
b) Descripciéon molecular

1.-Localizacién y estructura del gen
En humanos, el gen de TNF-a tiene tres infrones (Nedwin, 1985) y se localiza en
el brazo corto del cromosoma 6 (cerca del centromero, entre 6p21.1 y 6p21.3),
contiguo al locus HLA-B en la regidn del complejo principal de
histocompatibilidad (Spies, 1989). En el ratdn, el contexto cromosomal del TNF-a.
es muy similar; el gen del TNF-a murino se encuentra en el cromosoma 17, cerca
del locus H2-D, el equivalente murino de HLA-B (Muller, 1987). Este gen y los que
codifican para las moléculas de linfotoxina o y B (LT-a y LT-B), citocinas
cercanamente emparentadas, se encuentran adyacentes dentro de la region
de histocompatibilidad y presentan un alto grado de similitud entre si.

El TNF-a tiene cuatro exones que se distribuyen a lo largo de aproximadamente

14



3 Kb de ADN. Mds del 80% de la secuencia del TNF-a maduro estd codificada
en el cuarto exdn, mientras que los exones | y Il codifican casi en su totalidad
para la secuencia del péptido lider, que generalmente se procesa.
La region reguladora que flanquea el extremo 5 del gen del TNF-a contiene,
ademds de una caja TATA y una caja GC, sitios consensos de unidn a varios
factores de franscripcion. La secuencia incluye sitios para NF-xB, ATF-2, c-
jun/AP1, AP-2, SP-1, Krox-24 y NF-AT, una caqgja rica en purinas (PU.1) y un
elemento de respuesta a AMP ciclico (CRE). En macréfagos, la produccion del
TNF-a. se regula por NF-xB en respuesta a LPS y al propio TNF-a (Shakov, 1990),
aungue actualmente se conoce que ademds participan otros factores
transcripcionales. La propiedad de regulacion positiva por el mismo TNF-a es
importante para la amplificacion de las respuestas inflamatorias.

2.-Produccion y estructura de la proteina
El TNF-a es producido vy liberado principalmente por macréfagos y monocitos
residentes activados, y en menor proporcion, pero de manera significativa, por
células que completan el sistema inmune como linfocitos, granulocitos, asi
como por células no hematopoyéticas (fibroblastos y endotelio) e incluso por
algunas células tumorales (Aggarwal, 1992). Su induccidn puede ocurrir a través
de diversos estimulos que activan receptores de la familia TLR (Toll Like
Receptor), como infeccién viral (Aderka, 1986), LPS, TPA (Aggarwal, 1985),
citocinas, flujos de calcio y especies reactivas de oxigeno (ERO) (Valen, 1999).
El factor de transcripcion NF-xB es de los factores principales que influye en la
expresion de TNF-a sobre todo en monocitos en donde el TLR-4 se activa con
LPS. Pero al parecer, la regulaciéon transcripcional del gen del TNF-a no tiene un
papel tan importante en la sintesis de la proteina, como lo es la estabilizaciéon
de su ARNmM, proceso que se denomina represion de la fraduccion. La
traduccion del mensajero del TNF-a se regula por la cinasa p38 que se activa
por estrés y también controla la estabilidad de ofros mensajeros de proteinas

pro-inflamatorias (Brook, 2000). En macréfagos, inmediatamente después de
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una senal extracelular adecuada, el ARNm para el TNF-a puede incrementarse
hasta 100 veces y la sintesis de proteina hasta 10,000 veces, ésto debido a la
estabilidad de su mensajero. Cuando la senal extracelular concluye, se inicia la
represion de la traduccidn que conduce a un rdpido declive en la tasa de
biosintesis.

Esta citocina se sintetiza como una proteina de membrana y es liberada al
medio como resultado de la actividad de una proteasa cuya actividad se
encuentra en la ldmina externa de la membrana celular. La metaloproteasa
TACE (del inglés, TNF-a. Converting Enzyme) es la responsable de procesar a la
proforma unida a la membrana (26 KDa) entre los residuos de aminodcidos
Ala7é y Val”’, y da lugar a la forma soluble y madura de 17 KDa (Mohan, 2002).
La mayoria de los efectos bioldgicos los lleva a cabo la forma procesada, que
forma un frimero con una masa molecular de alrededor de 52 KDa (Smith, 1987).
El pro-TNF-a fransmembranal humano también tiene una estructura trimérica
que se ensambla intracelularmente antes de transportarse a la superficie. La
formacion del trimero es un requisito indispensable para su actividad bioldgica,
igual que para el TINF-a maduro (Tang, 1996).

El TNF-a forma parte de la superfamilia de ligandos que incluye a Fas-L (ligando
de Fas, CD95 o APO-1), LT-a y LT-B (linfotoxina alfa y beta), RANK-L (ligando de
RANK), TRAILS (Ligandos inductores de apoptosis relacionados al TNF-a) y otros
(Smith, 1994). En el caso de Fas-L, CD40 y algunos miembros de la familia de
TRAIL se encontrd que activan mecanismos pro-apoptdticos a fravés de
sistemas de transduccion semejantes a los que evoca el TNF-a (Dempsey, 2003).
c) Receptores (TNFR1 y TNFR2):

La transduccion de la senal iniciada por el TNF-ase lleva a cabo por dos
receptores de superficie de la membrana citoplasmdtica, denominados
comuUnmente p55 (Tipo |, TNFRI, CD120a, pé0) y p75 (Tipo II, TNFRII, CD120b, p80).
Los dos receptores se encuentran presentes en todos los tipos celulares que se

conocen y su numero varia entre 100 y 10, 000 por célula, lo que implica que la
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mayoria de las células tiene la capacidad de responder a esta citocina. Ambos
receptores muestran la mads alta similitud (28%) en su dominio extracelular, el de
union al TNF-a, y son completamente distintos en sus porciones intramemlboranal
y citosdlica, lo que ha llevado a proponer que activan vias de transduccion
distintas. Actualmente, se sabe que p55 es el receptor principal, responsable de
la induccidon del efecto citotoxico, y se fiene la teoria de que p75 colabora
como senuelo ya que tiene una mayor afinidad por el ligando. Ya que el p75 es
mads abundante en células hematopoyéticas se ha propuesto que su relevancia
reside en respuestas del sistema inmune, y no precisamente como una senal de
muerte. Ambos receptores son capaces de unir al TNF-a de forma
independiente formando una agregacion trimérica. Actualmente, sabemos
que su principal diferencia se encuentra en sus respectivos dominios
citoplasmdticos al unir o reclutar proteinas transductoras o efectoras cuyas
caracteristicas estdn relacionados con senales de sobrevivencia y/o
proliferacion como las que se asocian a p75 (TNFRI), o senales de muerte,
sobrevivencia e inflamacién como en el receptor p55 (TNFRI) (Figura 1)(Baud,
2001; Locksley, 2001).

d) Transduccién de la senal:

Cuando las células se exponen al TNF-a se pueden iniciar varias vias, una de las
mds estudiadas es la activacion de los factores de transcripcion AP-1 y NF-xB
que a su vez, inducen genes que participan en la respuesta inflamatoria crénica
y aguda. A la fecha se ignora si existen genes que respondan a cada uno de
estos factores o si bien en todos lo casos los genes requieren de ambos factores
de franscripcion. Por ofro lado, el TNF-a induce la activacidon de una cascada
de proteasas llamadas caspasas que conducen a la muerte celular por
apoptosis al procesar proteoliticamente muchos sustratos especificos (Figura
1)(Thornberry, 1998). Algunos de los genes que son inducidos por AP-1 y NF-xB
son supresores de apoptosis, de esta manera se explica porqué la inhibicidon de

la sintesis de ARN o de proteinas por acfinomicina D o cicloheximida,
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respectivamente, aceleran la muerte celular (Tang, 2001).

Medio

extracelular
TNFR1 —p | |

Membrana
citoplasmatica

Z-.'i;-_-j < TRADD
<4—— FADD

| :-.'- ay

. Dominio de —
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Dominio efector / FLICE
de muerte (DED) \
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Figura 1: Transduccion de la senal de TNF-a en la muerte celular. Cascada de
caspasas que induce el TNF, la cual culmina en el procesamiento de proteinas
importantes para el metabolismo celular, y fragmentacion internucleosomal del

ADN. ERO: especies reactivas del oxigeno, ICAD: nucleasa dependiente de

caspasa-inhibidor, CAD: nucleasa dependiente de caspasa.
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2.- TENSION OXIDATIVA (ESTRES OXIDATIVO)

a) Radical libre:

En la mayoria de los elementos y de las moléculas, los electrones se encuentran
apareados dentro de un orbital y cada electron  de un par muestra una
rotacion o giro opuesto. Un radical libre es una especie quimica que contiene
uno o mas electrones desapareados. Asi el dioxigeno en su estado basal es un
diradical. La presencia de electrones desapareados modifica la reactividad
guimica de un dtomo o de una molécula y la hace generalmente mds reactiva
gue su correspondiente no radical. Sin embargo, la reactividad quimica de los
diferentes tipos de radicales libres es muy variable (Halliwel, 1999).

Para fines prdcticos los radicales libres detectados en las células se agrupan de
la siguiente manera: los derivados del oxigeno, los metales de transicion y el
resto de los radicales libres. Los tres tienen funciones importantes en las células.
La mayoria de los radicales libres de interés bioldgico son los derivados del
oxigeno entre ellos el radical superdxido (O2¢~) y el radical hidroxilo (*OH).
Ademds es conveniente contabilizar al perdxido de hidrogeno (H202), que no
es un radical libre, pero estd estrechamente relacionado porque es el principal
precursor del radical hidroxilo. Los radicales libres se producen continuamente
en el organismo debido a diversas reacciones propias del metabolismo que
participan en la generacién de energia acoplada al transporte de electrones,
como la cadena respiratoria mitocondrial. Se propone que la fuga de
electrones se lleva a cabo en los complejos | (reductasa de NADH y coenzima
Q) y Il (reductasa de ubiquinol citocromo c¢) de la cadena respiratoria
mitocondrial, donde la semiquinona puede ceder su electrén directamente al
O para formar quinona y el radical superdxido (Turrens, 1985; Lenaz, 1998). El
superdxido en presencia de metales como el fierro o el cobre lleva a cabo una
serie de reacciones de oxido-reduccion, denominadas reacciones de Haber-

Weiss, en donde el superdoxido es capaz de transferir un segundo electron que
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genera el HxO.. El ion Fe *2 o el ion Cu* que se encuentran en la célula,
principalmente como cofactores unidos a proteinas, son capaces de transferir
un tercer electron al H,O2 (reaccién de Fenton) para formar un anién y un
radical *OH que dan lugar a radicales libres con efectos daninos en la célula
(Halliwell, 1991).

Oz~ + Fet3 —3p Oy + Fe*2 Reacciones de Haber-Weiss

O2*—+ Fet2 — HyO»

Fet2 + H0O2 —— Fe*® + *OH +-OH Reaccidén de Fenton
Oz~ + HO2 —* O2 + *OH + -OH

El radical *OH es muy reactivo, sustrayendo electrones de compuestos con
dobles ligaduras lo que da inicio a la reaccion de lipoperoxidacion, el
rompimiento de las hebras o el dano a las bases del ADN, y oxidar cualquier
ofra molécula orgdnica. A diferencia del H.O2 que difunde liboremente a través
de las membranas, por su elevada reactividad el radical *OH sélo actia en el
lugar donde se genera (McCord, 1993).

b) Estrés oxidativo:

En condiciones metabdlicas normales, existe un balance entre los eventos
oxidantes (produccién de las ERO) vy los sistemas de defensa (antioxidante y/o
afrapadores de radicales libres) que mantiene la homeostasis celular y la
regulaciéon del estado redox intracelular. Esto permite un control versatil en las
expresiones génicas y de transduccién de senales (Arakaki, 1999).

Cuando este balance no se mantiene, ya sea por la pérdida o la disminucion
del sistema protector, por un aumento en la produccidén de las ERO o por
ambos eventos simultdneos, se dice que existe un estado de tensidn o estrés

oxidativo (Fahn, 1992). Si se mantienen las células bajo estrés oxidativo, se
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puede tener como resultado severas disfunciones metabdlicas.

c) Antioxidantes:

La célula cuenta con varios mecanismos para transformar las ERO en productos
menos toxicos o no toxicos (Figura 2 ).

La proteccidon de las células contra las ERO comprende no sélo la captura de
los mismos, sino fambién la prevencion de su formacion, la inhibicion de su

propagacion y la reparacion de las lesiones generadas (Mates, 2000).

Citosol
Vitamina E ggﬁn SOD
Bet: t
clacaroteno GSH Peroxidasa
i Li m
Reticulo isosomas
” . Vitamina C
Endoplasmico O Vitamina E
Vitamina E Betacaroteno
Betacaroteno  *
Mitocondria
Peroxisomas Mn SOD
Catalasa | GSH Peroxidasa
GSH
Membrana /
Citoplasmatica
Vitamina E
Betacaroteno

Figura 2: Sitios en la célula donde participan los mecanismos antioxidantes
(Gurer, 2000). GSH: Glutation, SOD: Superdxido dismutasa.
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-Primera linea de defensa antioxidante:
La primera linea de defensa del organismo contra los radicales libres es la
prevencion del dano oxidativo. Esto implica acciones que previenen su
formacion, como es el caso de las proteinas que unen metales de manera que
no pueden participar en reacciones de Oxido-reduccion (ferritina, trasferring,
ceruplasming, la albumina y las metalotioneinas).
-Segunda linea de defensa antioxidante:
En un segundo nivel de profeccion estd la accion de los antioxidantes, que
eliminan los radicales. Estos agentes se pueden dividir en dos categorias: no
enzimaticos y enzimdaticos.

i) Antioxidantes no enzimdticos:
El a-tocoferol (vitamina E), el B-caroteno, el ascorbato (vitamina C), el glutation,
el urato, la bilirubina y los flavonoides son antioxidantes celulares. La vitamina E,
el B-caroteno y la vitamina C son nutrientes esenciales que reaccionan
directamente con los radicales libres. La vitamina C es soluble en agua vy se
ubica en el citoplasma, mientras que la vitamina E y el B-caroteno son solubles
en lipidos y se ubican en la membrana plasmdatica. El a-tocoferol estd presente
en las membranas celulares y en las lipoproteinas plasmdaticas. Se caracteriza
por presentar en su estructura un grupo —OH del cual el dtomo de hidrégeno se
puede remover fdacimente. Los radicales peroxilo formados durante la
lipoperoxidacion poseen una mayor afinidad por el a-tocoferol que por las
cadenas de los dcidos grasos adyacentes. La reaccion convierte al a-tocoferol
en un radical, que es poco activo e incapaz de reaccionar con otros acidos
grasos y de esta manera detiene la cadena de reacciones de la
lipoperoxidacion (Bjorneboe, 1990).
La vitamina C regenera a la vitamina E. Ademdas, la vitamina C tiene la

capacidad de reaccionar por si misma con el superdxido, el oxigeno singulete,
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el radical hidroxilo, el perhidroxilo y al Fe* en Fe™ (muy lentamente). Se
considera que la vitamina C estd en la fase acuosa y es la defensa mds
importante contra las ERO (Liebler, 1993), elimindndolas de los compartimentos
hidrofilicos de la célula, de la matriz extracelular y del sistema circulatorio, que
es donde se le puede encontfrar. Ademds, participa en la proteccion de las
moléculas hidrofébicas como las lipoproteinas del plasma sanguineo y de los
lipidos membranales.
El glutation juega un papel importante en la proteccion celular contra el dano
oxidativo de lipidos, proteinas y dcidos nucléicos. Presenta una interaccion
sinérgica con ofros agentes antioxidantes como las vitaminas C y E, y las
dismutasas de superdxido. El glutation captura radicales hidroxilo y oxigeno en
singulete, ademds de tener la capacidad de reactivar algunas enzimas que son
inhibidas al ser expuestas a altas concentraciones de oxigeno. Asi mismo, el
glutation protege contra el dano oxidativo reduciendo la concentracion de las
ERO. Otros ejemplos de antfioxidantes no enzimdaticos son los flavonoides que por
su parte actian como inhibidores de lipoperoxidacion, por su capacidad de
interactuar directamente con las ERO y como agentes quelantes para iones
divalentes (Mates, 2000). En protozoarios también se han identificado péptidos
andlogos al glutation como la tripano tioneina que funciona en forma similar al
glutation.

ii) Antioxidantes enzimdaticos:
Con respectos a los mecanismos antioxidantes enzimdaticos, podemos encontrar
cuafro sistemas principales de enzimas antioxidantes: la dismutasa de
superoxido, la catalasa, la peroxidasa de glutation y la reductasa de glutation.

Dismutasa de superoxido.

Las dismutasas de superdxido (SOD), son un grupo de metaloenzimas presentes
frecuentemente en organismos aerdbios, aerotolerantes y algunos anaerdbios
obligados (Liochev, 2000).

En los eucariontes existen tres tipos de dismutasas de superdxido que se
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localizan en diferentes compartimentos celulares y son: Mn-SOD mitocondrial,
CuZn-SOD citosdlica y CuZn-SOD extracelular.

Estas enzimas catalizan la conversion del radical O~ en HxO2 y oxigeno
molecular (O2), en una de las reacciones catalizadas por enzimas mas rapida

que se conoce.

SOD
2 O~ + 2H+ > H,O2 + O2

La enzima catalasa .

La catalasa (CAT), es una de las enzimas mds abundantes en la naturaleza. A
nivel celular se localiza en las mitocondrias y en los peroxisomas (Krouff, 2003).

La catalasa como parte del sistema antfioxidante estd involucrada en la
destruccion del HO2 que se genera durante el metabolismo celular. Esta
enzima se caracteriza por su alta velocidad de reaccion pero relativamente
baja afinidad por el sustrato. La reaccidon se lleva a cabo en dos pasos, el
primero concluye con la reduccién del sustrato, generando los productos del
sustrato reducido en agua y en enzima oxidada. En un segundo paso el
donador de electrones es ofra molécula de HxO», siendo los productos dos
moléculas de agua, oxigeno y la enzima en su forma inicial (Céspedes-Miranda,
1996).

Cat
HoO2 + H2O2 >  2H. O+ O,
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La enzima peroxidasa de glutation.

La peroxidasa de glutation (GPx) pertenece a un grupo de enzimas
antioxidantes selenio dependientes: una forma infracelular o celular (GPx-c)
que se localiza en citosol y mitocondria, una extracelular plasmatica (GPx-p) y
otra con actividad especifica para los fosfolipoperdxidos (GPx-PH) que por lo
general estd asociada a la membrana celular y aunque la actividad de las tres
es la misma, poseen diferencias estructurales (Patrick, 2004)

La GPx cataliza la reduccion del H2O; o lipoperdxido (L-OOH) utilizando como
agente reductor el glutation reducido (GSH). Se sabe que los L-OOH son toxicos
en tejidos animales ya que dan lugar a especies reactivas de oxigeno como los
radicales peroxido (L-OQOe¢). La GPx como parte del mecanismo de defensa
antioxidante, evita la oxidacion de los L-OOH* , reduciéndolos en presencia de
GSH. Esta reaccion produce hidroxidos que son elementos potencialmente
daninos y que al oxidarse se convierten en radicales alcohdxidos, para los que
No se conoce enzima que pueda metabolizarlos (Mates , 2000).

La formacion del complejo enzima-sustrato se produce debido a que en el sitio
activo tienen lugar una serie de transformaciones como resultado de las cuales
se forma un puente metdlico ciclico. El proceso se describe en 2 reacciones

consecutivas:

Enzima + L-OOH —— 3  Enzima oxidada + L-OH + HO

Enzima oxidada + 2GSH — > Enzima + GSSG

La enzima reductasa de glutation.

La reductasa de glutation (GR) es una flavoenzima dependiente de

dinucledtido de nicofinamida adenina fosfato reducido (NADPH). La GR



cataliza la reduccion del GSSG a GSH el cual es utilizado por la GPx para la
reduccion del perdxido de hidrégeno y de lipoperdxidos. Esta enzima se
encuentra en todos los organismos aerdbicos asi como en plantas superiores por
lo que aparenta ser una enzima casi universal (Halliwell , 1994).

La GR contiene FAD y un disulfuro en su sitio activo. La reaccion catalitica
requiere de la reduccidn del sitio activo por el NADPH, produciendo una
semiquinona del FAD, un radical sulfuro y un tidl. Después de la reducciéon del
centro activo por el NADPH, el NADP puede ser liberado antes o después del

paso catalitico que involucra al glutation (Cisneros, 1995).

3.- DANO OXIDATIVO A LAS BIOMOLECULAS

Como ya hemos descrito anteriormente, cuando los sistemas antioxidantes no
son lo suficientemente eficientes para contender con las ERO se presenta un
estado de estrés oxidativo celular, ocasionando dano a los tres grupos de
biomoléculas como son: lipidos, proteinas y dcidos nucléicos (ADN
principalmente).

a) Lipidos.

La alteracion mds importante inducida por las ERO sobre los lipidos estd dada
por los danos generados sobre las membranas en un proceso llamado
lipoperoxidacion. Existen diversas maneras para terminar este evento, como son
la dismutacion, la B-escision y la ciclizacién. Asi como la inactivaciéon de los
radicales libres por medio del sistema de defensa antioxidante constituido por la
vitamina E, la vitamina C y el glutation (GSH). En la mayoria de los casos, los
productos que se generan modifican a la membrana y causan alteraciones
importantes como cambios de fluidez y permeabilidad. En el primer caso, se
altera la estructura de las proteinas transmembranales, perdiéndose la afinidad
ligando-receptor y los mecanismos de segundos mensajeros, por lo que se
altera la funcidn de hormonas y neurotransmisores. En el segundo caso, se

pierde la facultad de ser barrera idnica y osmotica (Rikans, 1997, Grune, 2001).
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b) Proteinas.

Uno de los fendmenos mds importantes durante la oxidacién de proteinas es la
formacioén de carbonilos, la cual puede estar ligada a la tfransformacién de un
residuo aminoacidico en otro y a la amidaciéon. Por ejemplo, una histidina
puede transformarse en una prolina o un dacido glutdmico y, al mismo tiempo,
generar un carbonilo en la cadena lateral de un residuo vecino. Los grupos
carbonilos son distintivos de proteinas oxidadas y las hacen susceptibles a
protedlisis. Otra alteracion relacionada con las ERO es el entrecruzamiento intra
e intermolecular, dada por la oxidacion de los grupos SH en los residuos de
cisteinas, induciendo la formacion de puentes disulfuro en sitios donde no
deberian de existir.

Estos cambios en la estructura primaria (que se reflejan en cambios en la
estructura secundaria y ferciaria) dan como resultado alteraciones en la
inmunogenicidad de las proteinas del sistema inmune, cambios en la
hidrofobicidad de las proteinas de membrana, y alteraciones generales en la
estructura de todas las proteinas y enzimas oxidadas. Todo ello con la
consecuente pérdida de la funcidn y mayor susceptibilidad a la protedlisis
(Roberfroid, 1994).

c) ADN

Se ha aceptado que en condiciones fisioldgicas las especies como el O2e—, el
HoO2 o el 6xido nitrico (NO) tfienen muy poca o nula capacidad para
reaccionar con el ADN, por lo que se considera que es el radical OHe® el que o
hace de manera preferente. Los danos directos sobre el ADN pueden ocurrir
sobre las bases puricas y pirimidicas y/o sobre azUcares (desoxirribosal).
Cuando el radical OHe ataca a las bases nitrogenadas, no hay abstraccion del
H* como en el caso de los lipidos o las proteinas, en cambio el OH® se une de
manera directa a la base nitrogenada formando un aducto. Hasta la fecha se
han descrito mas de 20 diferentes aductos formados durante la oxidacion del

ADN. Uno de los mds estudiados es el caso de la guanosina, donde se sabe que
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el OHe* se puede unir a las posiciones 4, 5 u 8 del anillo purico. La adicién al
carbono 8 produce un aducto radical C-8-OH, llamado 8-oxo-7,8-dihidro-2"-
desoxiguanosina o bien 8-OhdG, que es el mds estable y por lo tanto el que se
cuantifica. La generacién de los aductos induce alteraciones en puentes de
hidrogeno que estabilizan la complementarizaciéon en la doble cadena del
ADN, de manera tal que durante el proceso de duplicacion, la enzima ADN-
polimerasa puede tener errores y generar transversiones y translocaciones. Los
aductos originan por lo tanto, mutaciones puntuales en el ADN (Cheng, 1992).

El dano en los azUcares sigue un mecanismo similar al de la lipoperoxidacion,
iniciando con la abstraccion de un H* y el ataque de un oxigeno singulete, que
finaliza con el rompimiento del enlace fosfodiéster dando como resultado

escisiones de cadena doble o sencilla.

4.- DANO AL ADN Y REPARACION

Los recientes avances han mostrado que los procesos de reparacion del ADN es
un tema central a un nUmero de mecanismos moleculares relacionados al ADN,
y actualmente es de gran interés el explorar si hay relacién entre deficiencia de
reparacion y cdncer. En anos recientes, se ha aprendido mds acerca de la
complejidad de los procesos de reparacion, y se han desarrollado técnicas
nuevas para analizar mds detalladamente estos procesos de reparacidén con
mayor refinamiento. Al parecer, las vias de reparacidon del ADN interactian
infimamente con la regulacion del ciclo celular, vias de senalizacion y la
transcripcion (Ehrlich, 2000).

a) Dano al ADN y sus consecuencias

Uno de los mejores argumentos para involucrar la reparacion de ADN en la
prevencion del cdncer es la fuerte evidencia del papel causal del dano al ADN
en el desarrollo del cdncer, como se ejemplifica en las consecuencias de
exposicion a luz UV y la exposicion a estrés oxidativo. La iradiacion UV introduce

fotolesiones especificas o aductos y dimeros de pirimidina en el ADN. Estas
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lesiones pueden conducir a cdncer. Pacientes cuya magquinaria celular es
defectuosa en remover estos aductos fienen una mayor probabilidad de
desarrollar cdncer. También, mutaciones causadas por la falta de reparaciéon
de estos aductos pueden ocurrir en genes supresores de tumor y en particular
P53, frecuente en cdncer de piel en dreas expuestas al sol (Brash, 1997).

Los organismos vivos estdn constantemente expuestos a esfrés oxidativo de
agentes ambientales y de procesos del metabolismo enddégeno. Las ERO
resultantes atacan proteinas, lipidos y ADN; aunque las proteinas vy lipidos sean
rdpidamente degradados vy resintetizados, la consecuencia mads significativa
de estrés oxidativo se piensa que estd en las modificaciones del ADN, las cuales
pueden establecerse de una forma permanente a través de la formacién de
mutaciones y ofros tipos de inestabilidad gendmica (Ehrlich, 2000)..

El ataque enddgeno en el ADN por las ERO genera un nivel basal bajo de
aductos de ADN que han sido detectados en el ADN de células humanas
(Dizdaroglu, 1993). Se han identificado alrededor de 100 diferentes bases
oxidadas que pueden ocurrir en el ADN, la mds ampliamente estudiada es la 8-
hidroxiguanosina (8-oxoG).

En la figura 3 se muestran algunas de las consecuencias del dano al ADN, en la
cual se ilustra que el dano al ADN puede ser inducido por fuentes enddgenas o
exdgenas; la iradiacion UV o la radiacion ionizante son ejemplos de fuentes
exdgenas de estrés. Las ERO generadas por la fosforilacion oxidativa, que
ocurren en la mitocondria, son ejemplos de un fipo de estrés enddgeno. Las
mutaciones en el ADN pueden ocurrir a través de la duplicacion del ADN
danado, vy las lesiones “bypass”, o por errores de duplicacidn que pueden dar
lugar a otras formas de inestabilidad gendmica. Las lesiones en el ADN pueden
bloquear la transcripcion completamente, dando lugar a franscritos fruncados
en la franscripcion, o incluso pueden causar errores en la transcripcion.
Alternativamente, el ADN danado induce nuevos transcritos; de hecho, se ha

mostrado que son inducidos por varias formas de estrés celular. Las lesiones al
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ADN también pueden conducir a la activacion de la via de p53, conduciendo
al paro del ciclo celular o a la apoptosis. Estas lesiones incluso pueden causar
directamente rompimientos en las cadenas del ADN, lo cual parece ser la senal
para varias enzimas importantes y para vias involucradas en la reparaciéon del

ADN, conftrol del ciclo celular, o apoptosis (Bohr, 2000).

ESTRES
TRANSCRIPCION
Exégeno Endo6geno Induccion de
bloqueo, paro.

7

REPARACION EXPRESION DE
P Rompimiento GENES ALTERADA
h — | decadenas de
DE ADN ADN
ACTIVACION DE P53
DUPLICACION Transduccion de la sefal
Bloqueo, errores
bypass
. _— A
Mutaciones puntuales CANCER
Inestabilidad microsatelital v
Anormalidades cromosomales » SENESCENCIA
CELULAR

Figura 3: Consecuencias de dano al ADN. Se muestra un nUmero de eventos

que pueden conducir a cdncer y senescencia celular (Bohr, 2000).
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Se ha estimado que hay cientos de alteraciones en el ADN en cada una de
nuestras células por dia, que son causadas por estrés enddgeno y exdgeno. Por
lo tanto, si no existiera un proceso eficiente de reparacién, nuestro material
genético deberia ser destruido por estos procesos en el transcurso de un tiempo
de vida normal (Lindahl, 1993).

b) Reparacion del ADN

Las células de mamifero pueden hacer uso de una variedad de vias de
reparacion del ADN (Tabla 1). La tabla muestra algunos fipos de lesiones que
son removidas por vias enzimdaticas particulares. Estudios realizados en los Ultimos
anos han asumido que las vias de reparacion del ADN listadas fueron
confinadas para remover ciertos fipos de lesiones. Por ejemplo, la reparacion
por escision de nucledtidos (NER, del inglés nucleotide excision repair), es el
sistema que remueve lesiones grandes en el ADN tales como dimeros de
pirimidina, aductos de cisplatino, y otras lesiones que dramdticamente
cambian la estructura del ADN. En contraste, la reparacion por escision de
base (BER, del inglés base excision repair), es el proceso responsable para la
remocion de lesiones simples en el ADN. Estas alteraciones se ejemplifican por
lesiones de alquilacién tales como metil-guaninas o modificaciones a bases
oxidadas que causan solo pequenos cambios estructurales en el ADN, por o
cual, quizds no representan un mayor blogueo en la transcripcidon y la
duplicacién.

Actualmente existe el concepto de que las vias de reparacion listadas en la

Tabla 1 se fraslapan y comparten componentes.
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VIA EJEMPLO

Reparacion por escision de base Remocion de lesiones simples

Reparacion por recombinacion Remocion de entrecruzamiento

entre cadenas

Reparacion postduplicacion Después de la duplicacion
(bacterianq)

Reparacion por escision de Remocion de lesiones

nucledtido grandes

-Reparaciones totales Reparacién en ADN inactivo

-Reparacién gen-especifico Reparacién en genes

-Reparacién, acoplamiento Reparacién cadena-especifico

de transcripcion (TCR)

Tabla 1: Vias de reparacién del ADN (Borh, 2000).

i) Reparacion por escision de base (BER)

La reparacion por escision de base por dano oxidativo al ADN es iniciado por
ADN dglicosilasas, que son una clase de enzimas que reconocen y remueven
bases danadas del ADN por rompimiento hidrolitico de la unidn base-azucar
dejando un sitio abdsico (sitio AP) (Lindahl, 1997). Varias ADN glicosilasas que
reconocen y procesan productos oxidados de purinas y pirimidinas se han
identificados en células humanas. El homdlogo humano de la endonucleasa |l
bacteriana (NTH1) se ha clonado y purificado, y tiene una homologia estructural
y funcional a la enzima bacteriana y posee una actividad de ADN glicosilasa
especifica para una variedad de pirimidinas oxidadas (Aspinwall, 1997). Dos
genes humanos, OGG1 y OGG2, también se han clonado, y sus productos
reconocen y procesan la 8-oxoG en el ADN (Radicella, 1997; Rolddn-Arjona,
1997; Rosenquist, 1997).



Después del rompimiento glicolitico, permanece un sitio apurinico o apirimidico
(AP). Subsecuentemente, hay al menos dos vias para procesar el sitio AP
originado. Una de éstas es catalizada por una AP endonucleasa, HAP1 (Ape,
Apex; Ames, 1989), la cual rompe el enlace fosfodiéster 5" al sitio AP y genera
un 5 -azUcar-fosfato y un extremo 3°-OH libre dejando una mella en la cadena
de ADN (Demple, 1994). La remocidn del residuo 5°-desoxiribosafosfato-terminal
resulta en un hueco de un nucledtido simple que es entonces rellenado por
una ADN polimerasa y sellado por una ADN ligasa (Dianov, 1994; Kubota, 1996;
Singhal, 1995). En células de mamifero, la ADN polimerasa B (pol B) es la
polimerasa mas eficaz involucrada en la via de reparacion de escision de un
simple nucledtido (Sobol, 1996). Recientemente se ha demostrado que la ADN
polimerasa B tiene una actividad intrinseca de AP liasa que remueve el 5'-
azicar-fosfato por eliminacion B, para después rellenar, por medio de su
actividad de polimerasa B el hueco del nucledtido (Matsumoto, 1995).

ii) Reparacion por escision de nucleétido (NER)

Los pasos enzimdaticos involucrados en NER son: i) reconocimiento de la lesién, ii)
incision del ADN, iii) escision del templado del ADN danado, iv) resintesis de Ia
nueva base de ADN sobre el templado intacto, y v) ligacidn de la nueva
cadena formada. El reconocimiento del ADN danado involucra las proteinas
XPC y XPA, asi como la proteina A de replicacion (RPA, del inglés “replication
protein A”). La incision involucra la endonucleasa estructura-especifica XPF-
ERCC1 y XPG, asi como el factor bdsico de transcripcion TFIIH que contiene las
proteinas de reparacidén XPD y XPB entre sus nueve componentes. Este proceso
de incision involucra proteinas de transcripcidn, asi como proteinas de
reparacion, ilustrando por lo tanto la unidén entre estos dos procesos. Después de
la incisidon, hay escision y resintesis realizada por la ADN polimerasa seguida de

ligacion (Friedberg, 1996; Frosina, 1996).
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5.- El gen supresor de tumores: p53

Los genes mutados relacionados al cdncer se han dividido en dos grandes
categorias, oncogenes y genes supresores tumorales, que tienen funciones
opuestas. En ambos casos se han identificado versiones silvestres de estos genes
qgue funcionan normalmente controlando el ciclo de division celular. A las
versiones no mutadas de los oncogenes se les ha denominado protoncogenes.
Mientras que el efecto funcional de las mutaciones presentes en un oncogen
se manifiestan como un acelerador de la proliferacion celular, las mutaciones
presentes en un gen supresor tumoral se manifiestan como la falta de un freno
de la proliferacion. Bajo condiciones normales, ambos fipos de genes silvestres
realizan funciones que son importantes para regular la proliferacion adecuada
de las células. Sin embargo, cuando estos genes son mutados, como en el caso
del cdncer, se lleva a cabo una proliferacion descontrolada de las células
(Oliner, 1994; Kubbutat, 1994; Chen, 1997). Las mutaciones de los oncogenes
generalmente resultan en ganancia de funcion, por lo que basta con una
mutacioén dominante en un solo alelo. Por el contrario, las mutaciones en genes
supresores de fumores suelen ser recesivas y por tanto se ven afectados los dos
alelos, por lo que se habla de una inactivaciéon de la supresion tumoral (Oliner,
1994; Soussi 1996).

Si bien el primer supresor de tumores identificado fue la proteina Rb, la proteina
P53 es el supresor de tumores que mayor atencién ha recibido, ya que se ha
identificado su inactivaciéon en un poco mds de la mitad de todos los tipos de
tumores malignos estudiados en humanos. Varias lineas de evidencia soportan
la idea de que el gen p53 funciona como un supresor tumoral. Un importante
hallozgo es que en muchos tumores con  alteraciones en pb53, tienen
mutaciones en ambos alelos. Para probar directamente si p53 suprime la
proliferacion, varios grupos han realizado experimentos fundamentales para
entender la funcidn normal del producto génico de p53. Se han infroducido

copias de este gen de tipo silvestre (no mutado) en células donde el p53 estd
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mutado. En las células resultantes se producen altos niveles de p53 silvestre y se
reduce significativamente la habilidad para dividirse (Raycrof, 1990). Se han
realizado experimentos que sugieren que el papel de supresion de crecimiento
de p53 no es requerido para la viabilidad de la célula en el desarrollo o en la
vida adulta. Por ejemplo, ratones que no fienen el gen de p53 maduran
normalmente en el Utero, y al nacer son normales en todos los aspectos a
excepcion de uno, los ratones son propensos a desarrollar tumores desde
etapas tempranas (Raycrof, 1990). De manera similar, humanos que heredan
una linea germinal con mutaciones en p53 (una condicidon rara referida como el
sindrome Li-Fraumeni) son propensos a la formacion de tumores de diversos tipos
(Srivistava, 1990). Bajo esta vision se detectd una aparente contradiccion; si bien
la funcidon de P53 no es evidente para la regulacion de la proliferacion normal,
su funcion es importante en la prevencion de la proliferacion desregulada.
Actualmente, se cree que la funcidn de la proteina p53 estd relacionada con la
prevencion de la duplicacion cromosdmica bajo circunstancias especificas, en
particular cuando hay dano al ADN (Srivistava, 1990).

a) Estructura de p53

El gen se encuentra en el cromosoma 17 p13.1. Estd constituido por 11 exones
(20 kb) y da lugar a un ARNm de 2.5 Kb. En la proteina se han localizado 3
regiones: 1) la regidn amino terminal, 2) la regidon central y 3) la regidn carboxilo
terminal (Figura 4).

1) Regidn amino terminal: El extremo amino terminal de p53 estd altamente

fosforilado y es el blanco de una gran variedad de cinasas, cada una de las
cuales es activada en respuesta a estrés celular (como dano al ADN o cambios
externos que interfieren con el crecimiento).

Esta regidn de la proteina comprende dos dominios discretos pero
complementariamente funcionales: 1) un dominio de transactivacion
(aminodcidos 1-14) que cuando se une a un dominio de unidn a ADN

heterdlogo, puede funcionar independiente del resto de la molécula de p53
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Figura 4: Esquema de los cuatro dominios de la proteina humana p53 en cuanto a su estructura, residuos de aminoacidos especificos que estan sujetos a
fosforilacion, desfosforilacion o acetilacion cuando las células presentan un dafio en el ADN, asi como su secuencia consenso de unioén al ADN y los
genes blanco que transcribe p53. La proteina p53 humana de 393 aminoécidos estd dividida en 4 dominios, el primer dominio incluye los residuos de
aminoacidos 1-42 el cual presenta el dominio de transactivacién y union a MDM2. Un dominio rico en prolinas (42-100), el tercer dominio
comprendido entre los residuos de aminoacidos 100-300 presenta el sitio de union a secuencias de ADN que ademas contiene un sitio de union al
antigeno grande T del virus SV40, y el ultimo dominio situado en el carboxilo terminal (residuos de aminoacidos 300-393) es fosforilado o
desfosforilado en algunos residuos de serina o acetilado en residuos de lisina. P53 es un factor de transcripcion y sus genes blanco estan involucrados en
paro del ciclo celular, apoptosis, diferenciacion, y efectores anti-angiogénicos (El-Deiry, 1998; Oren, 1999).
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(Raycroft, 1991) y 2) un dominio independiente de transactivacion, rico en
prolinas (aminodcidos 63-93), que es necesario para una eficiente supresion de
crecimiento (Walker, 1996). Por lo tanto, el extremo amino de p&3 puede
funcionar como un sensor que integra las senales de cambios de ambiente intra
y extra-celulares.

La region que contiene los dominios de fransactivacion (aminodcidos 1-42)
permite que pS3 interaccione con componentes de la maquinaria
transcripcional (Unger, 1992). También se encuentra una regidn pequena y
conservada, BOX-1, la cual interacciona directamente con otras proteinas entre
las que se encuentra: 1) la proteina p300 que actia como una proteina
adaptadora de la franscripcion, requerida para la expresion dependiente de
P53, 2) TAF11 31 o TAF11 70 que son factores asociados a TBP (TATA Binding
Protein) (Avantaggiati, 1997; Scolnick, 1997).

El extremo amino de p53 también interacciona con la proteina RP-A de unidn a
una sola cadena de ADN, y a la unidad pé2 del factor de reparacion TFIIH
(Dutta, 1993; He, 1993). La proteina de adenovirus E1B-55 kDa, la proteina MDM?2
y la proteina X del adenovirus de la hepatitis B, se unen a la regidn amino
terminal de p53 e inhiben su funcidn de fransactivacion (Yew, 1992; Oliner,
1993). Los residuos de los aminoacidos 22 y 23 desempenan un papel clave en
la unidn de pP53 a las proteinas E1B-55 y a MDM2. Ademds los residuos de
aminodcidos 19, 22 y 23 son esenciales para la activacion transcripcional
mediada por p53 in vivo (Lin, 1994).

El extremo amino también contiene una regidn rica en prolinas (residuos de
aminodcidos 63-97) con alta homologia a las proteinas de unidn SH3. Esta
region es necesaria en algunos modelos experimentales para mediar la
apoptosis (Sakamuro, 1997), para la supresidon del crecimiento de células
tumorales (Walker, 1996), y para la degradaciéon de p53 mediada por la
proteina del papiloma humano Eé (Li, 1996).

El hecho que esta regidn sea rica en prolinas y contenga cinco motivos de
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union repetidos de SH3 (PXXP) sugiere que puede estar involucrada en la
interaccion fisica con los elementos de vias de fransduccion de senales de c-
abl. Por Ultimo, se ha observado que la pérdida de los dominios de prolinas no
afectan la transactivacion de algunos promotores como WAF-1, MDM2 y BAX
(Venot, 1998).

2) Reqién central: la parte central de la proteina estd comprendida entre los

residuos de aminodcidos 102-292 donde se encuentran cuafro dominios
conservados (lI-V). Es en esta regidon donde se localiza el 80-90% de las
mutaciones de p53 asociadas a diferentes tipos de tumores. Aqui también se
encuentran los dominios de union al ADN que se unen a secuencias blanco (El-
Deiry, 1992).

Se ha observado que este dominio es resistente a la protedlisis por enzimas
como la termolisina o subfilisina (Bargonetti, 1993; Pavletich, 1993). A esta region
se unen proteinas como el antigeno grande T del virus SV40 (Jenkis, 1988) vy las
proteinas celulares 53BP1 y 53BP2 (Ruppert, 1993; Gorina, 1996).

La estructura del dominio de unién a ADN consiste en una cadena B-plegada
que forma una hendidura que actia como un andamio de tres asas (“loop”).
La hendidura estd formada por dos cadenas B-plegadas antiparalelas que
contiene cuatro y cinco cadenas B, respectivamente. La primera asa L1 (por sus
siglas en inglés LHS: “loop-sheet-helix”) une el ADN a la hendidura principal. La
segunda L2 une al ADN a la hendidura menor. La tercera asa L3 presiona contra
la L1y estabiliza la unién p53-ADN (Cho, 1994)(Figura 4).

Las asas L2 y L3 estdn conectadas por un dtomo de zinc tetrahédrico
coordinado en los residuos de los aminodcidos Cys'7¢, His17?, Cys238 y Cys?242, Este
dtomo de zinc estabiliza la estructura de las asas (Hainaut, 1993).

Cuando se analizaron las diferentes mutaciones que presenta p53 se encontrd
que las mutaciones mdas frecuentes se localizan en la regidén de unidn a ADN
(Figura 4).

Se ha encontrado que de acuerdo a la estructura, existen dos clases de
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mutaciones: Las mutaciones clase | afectan residuos que interaccionan
directamente con el ADN. Estas incluyen los aminodcidos Arg248 y Arg?73 los
cuales se encuentran frecuentemente mutados. Las mutaciones clase Il afectan
residuos que no tienen contacto con el ADN pero que tienen contacto con
otros residuos que ayudan en la estabilizacion de la proteina (May, 1998).

Por ejemplo, algunas formas mutantes de p53 forman tetrdmeros con p53
sivestre e interfieren con su unidon al ADN (Monti, 2002; Vries, 2002). Oftras
mutantes alteran la conformacion de la proteina y producen proteinas que no
reaccionan con determinados anficuerpos, lo que indica que los epitopes

blancos no estdn accesibles (Stephen, 1992).

3) Regidn carboxilo terminal: Residuos 300-393. Incluyen dos subdominios bien
caracterizados: 1) un dominio de union flexible (residuos de aminodcidos 300-
318) que conecta el dominio cenfral con la regidon carboxilo terminal y 2) un
dominio de tetramerizacion (aminodcidos 323-356) (Kraiss, 1988).

La estructura del dominio de tetramerizacion ha sido deducida por resonancia
magnética nuclear (Clore, 1994). La tetramerizacion es requerida para la
transactivacién eficiente in vivo y para la supresion mediada por p53 del
crecimiento de células tumorales (Pietenpol, 1994).

En esta regidon se han encontrado tres secuencias de Localizacion Nuclear
(NLS), y se ha demostrado experimentalmente que si se producen mutaciones
dirigidas en sitios de NLS1, la proteina se presenta totalmente citoplasmatica.
Por otro lado, las mutaciones dirigidas en NLS2 y NLS3 resultan en la localizacién
citoplasmdtica y nuclear, respectivamente (Dang, 1989; Shaulsky, 1990).

Junto al dominio de tetramerizacién se encuentra una regién (residuos de
aminodcidos 363-393) que se ha referido como un dominio apoptdtico (Wang,
1996) y también como un dominio de regulacién transcripcional (Wang, 1995)
Se conocen varias proteinas virales y celulares que se unen al extremo carboxilo
de p53. Estas incluyen la proteina X del virus de la hepatitis B; las subunidades

XPD y XPB de TFIIH (que actUan como helicasas in vitro) (Wang, 1996; Horikoshi,
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1995); una tercera helicasa, llamada CBS también se une al extremo carboxilo y
estd involucrada en la reparacion de ADN (Ko, 1996). Se ha observado que este
extremo también puede unirse a las regiones extrahelicales del ADN danado
involucrado en la formacion de imparidad dada por delecion o insercion (Lee,
1995).

Este exiremo une especificamente a extremos de ADN vy cataliza la
transferencia y renaturalizacion de las cadenas de ADN (Reed, 1995).

b) Regulacion y Activacion de p53

La activacion de p53 es un evento central en respuesta a diferentes tipos de
estrés o estimulos que involucran la estabilizacion y posterior activacion de
proteinas por una variedad de mecanismos moleculares (Figura 5).

P53 es un factor de transcripcidn que regula varios mecanismos mediante la
activacion o supresion de genes especificos. Por ejemplo, estudios recientes
muestran que un gen de p53 deficiente para la tfranscripcion, por medio de
recombinacion homodloga, provoca la pérdida de su actividad inhibidora en la
proliferacion celular (Chao, 2000; Jiménez, 2000).

Aungue la regulacion transcripcional mediada por p53 es quizd su principal
funcioén, otras funciones mediadas por esta proteina han sido poco exploradas
como son la re-localizaciéon de los receptores de muerte en la superficie celular
(Bennett, 1998), el papel directo de p53 en la mitocondria (Marchenko, 2000), y
la habilidad de p53 para regular la fraduccién por unién directa a la regidon 5
de ciertos RNA"s mensajeros (Miller, 2000).

Como p53 también es un potente inhibidor de la proliferacion celular, esta
funcion debe ser confrolada a través de varios mecanismos que incluyen: 1)
regulaciéon de transcripcion y fraduccién; 2) estabilidad de la proteina; 3)
localizacion celular y actividad. La induccion rdpida de la funcidn de p53 es
llevada a cabo en respuesta a las diferentes formas de estrés celular por medio
de mecanismos post-transcripcionales que conducen a la estabilizacion y la

activacion de la proteina p53.
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Figura 5: Senales bioguimicas que conducen a la estabilizacién de p53. La proteina p53 es
estabilizada cuando las células de mamifero son expuestas a una gran variedad de agentes
gue producen estrés incluyendo dano al ADN, hipoxia, luz UV, deplecidn de nucledtidos o
activacion de oncogenes. Proteinas celulares tales como ARF, HIFTa, DNA-PK y ATM se requieren
para la transduccién de la senal emitida por algin estimulo de estrés. En el caso de estimulo
oncogénico estdn involucrados c-myc, E1A, ras y E2F1. ARF parece estabilizar a p53 a través de
la interaccién con MDM2. P300 parece mediar la degradacion de p53 dependiente de MDM2.
ARF parece ser regulado negativamente por p53. Después de exposicion a radiacion gamma o
etopdsido, p53 es fosforilada por ATM y DNA-PK. La fosforilacidn en el residuo de serina 15
estabiliza a p53 e inhibe la interaccidbn con MDM2. Los mediadores involucrados en la
estabilizacidn posterior a tratamiento con luz UV o deplecion de nucledtidos son desconocidos.
El mecanismo de estabilizaciéon de p53 mediado por BRCAT o por el factor inducible por hipoxia
es desconocido (Chen, 1997; Kubbutat, 1998). N-term: extremo amino ; -P: fosforilacion.
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c) Regulacion de la estabilidad de p53

Uno de los principales reguladores de p53 es la proteina MDM2, que puede
inhibir la actividad transcripcional de p53 e inducir su degradaciéon. Para esta
funcion MDM2 actua como una E3 ligasa, que une a la p53 con ubiquitina para
su degradacion por la via del proteasoma. A su vez, MDM2 es un blanco
transcripcional de p53. En los casos de estrés celular la induccion de p53
involucra la inhibicion de MDM2, vy sdlo se lleva a cabo a través de diferentes
vias dependientes de la senal de estrés (Woods, 2001) (Figura 5).

La importancia de este circuito se hizo evidente en ratones en los que la
expresion deficiente de MDM2 conduce a la muerte embrionaria causada por
apoptosis aberrante inducida por p53 (de Rozieres, 2000). Por el contrario, en la
ausencia de p53, los ratones deficientes en MDM2 se desarrollan normalmente.
Estos experimentos demuestran el papel critico de MDM2 en la regulacion
negativa de p53 durante el desarrollo.

Los mecanismos que regulan la degradacion de p53 mediada por MDM2
incluyen: 1) la represidon directa de MDM2; 2) las modificaciones post-
traduccionales de p53 y MDM2; 3) la expresidon de proteinas que inhiben la
funcion de p53 y 4) la regulacién de la localizacion celular de p53 o de MDM2.
A continuacién se dan algunos ejemplos de las vias senaladas: A) se ha
observado que las cinasas Chkl1 y Chk2 pueden fosforilar un sifio del extremo N-
terminal de p53. Esta fosforilacion inhibe la interaccion de p53 y MDM2 y por lo
tanto previene la degradaciéon de p53 (Chehab, 2000; Shieh, 2000). B) Ofro
mecanismo establecido para la degradacién de p53 es mediante la proteina
Eé. Esta proteina es producto de un gen viral perteneciente a los papiloma virus
humanos (HPV) y tiene el papel de una ligasa de ubiquitina. La proteina Eé
forma un complejo con P53 marcdndola para su degradacioén eficiente. En los
experimentos in vitro e in vivo las células que expresan E6 son incapaces de
mantener niveles basales de p53 debido a que la proteina p53 no puede ser
estabilizada (Nuber, 1998).
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d) Regulacion de la localizacién de la proteina p53

La funcidén de p53 depende de su localizacidon nuclear, por ello la importaciéon y
exportacion del nucleo son altamente reguladas (Vousden, 2000). La
importacion al nicleo de p53 es dependiente de su interaccidén con la red de
microtUbulos y de una proteina nuclear conocida como dineina (Giannakaku,
2000). Esto indica que p53 es importada activamente hacia el nucleo. La
importacion es dependiente de las senales de localizacion nuclear
enconfradas en el extremo carboxilo de la proteina p53, donde también se
encuentran senales de exportacion al citoplasma (Stommel, 1999). Otros
estudios recientes también han demostrado que la actividad de ligasa de
ubiquitina de MDM2 es critica para la exportacion de p53 al citoplasma (Boyd,
2000). Se ha observado que la ubiquitinacion de p53 ocurre en el extremo
carboxilo y que si se presentan mutaciones en algunos residuos de lisina de esta
region, ésto inhibe el exporte nuclear dependiente de MDM2 (Geyer, 2000).

e) Regulacion de la actividad de p53

Ademds de los mecanismos de regulacion de la estabilidad y localizacién de la
proteina p53, existen mecanismos para modular la capacidad de unidn de p53
al ADN. Varias modificaciones post-transcripcionales en el extremo carboxilo
terminal de p53 generan un aumento de su unidn a secuencias especificas de
ADN. Estas modificaciones son principalmente: fosforilacion y acetilaciéon (Figura
4).

A)Fosforilacion: varias cinasas pueden fosforilar residuos distintos en los diferentes
dominios de p&3 in vitro. Por ejemplo, la ADN-PK (“DNA-Activated Kinase")
fosforilan diferentes sitios del extremo de transactivacion amino-terminal de p53
(Chernov, 1998).

Estos eventos de fosforilacion afectan la funcidén de transactivacion de p53. Por
ejemplo, la mutacién de tres residuos de serina de extremo N-terminal que son
blancos de esta cinasa (antes mencionada) resultan en un decremento

significativo en la funcidon supresora y fransactivadora mediada por p53 (Mayr,
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1995). También las mutaciones de varios residuos de serinas tienen un efecto
diferencial en la velocidad de unidn de p53 de varios promotores blanco
(Lohrum, 1996).

B)Acetilacién: La acetilaciéon de los residuos de lisina en el extremo carboxilo de
p53 es mediado por acetiltfransferasas como pP300/CBP y pCAF, que también
pueden unirse al extremo amino-terminal de p53 (Gu, 1997; Liu, 1999). La
fosforilacion en el extremo amino-terminal de P53 aumenta la interaccién con
las acetiltransferasas, estableciéndose asi una cascada de
fosforilacion/acetilacion que resulta en un aumento de la actividad de p53
(Sakaguchi, 1998).

Ademds de regular la actividad transcripcional de p53, las modificaciones post-
transcripcionales de p53 juegan un papel importante en la respuesta celular
correcta para la activacion de p53.

Varios estudios han demostrado que p53 participa en la determinaciéon de la
respuesta por activacion diferencial de distintos grupos de genes para inducir
un paro del ciclo celular o la apoptosis, segun las circunstancias y el grado de
dano genotodxico (Figura 4).

La regulacion de la represidon transcripcional por p53 es otro mecanismo por
medio del cual las respuestas apoptdticas y de ciclo celular pueden ser
reguladas independientemente. La represion transcripcional por p53 puede ser
mediada por una interaccion con mSin3a y desacetilasas de histonas que
incrementan su actividad apoptdtica. Ademds de marcar a p53 para su
degradacion, la unidn de MDM2 al dominio amino-terminal de transactivacion
de p53 conduce a una inhibicion de Ia unién a ADN (Murphy, 1999).

En resumen, tanto la transcripcion del gen de p53, como la funcién vy
degradacion de su proteina, estdn finamente contfroladas por multiples
mecanismos que se activan dependiendo de los estimulos a los que sea
sometida una célula. Ademds, segun las circunstancias, p53 inducird sus efectos

sobre el ciclo celular, proliferacién, reparacion de ADN o apoptosis (Figura 4).
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f) Genes que se transcriben en respuesta a p53

Andlisis de los sitios potenciales de unién de p53 a sus genes blanco sugiere que
existen al menos de 200 a 400 de estos genes o quizds mdas (Canman, 1998).

Por otro lado, es conveniente agrupar a los genes transcritos por p53 de
acuerdo a su funcionalidad, aunque cabe aclarar que posiblemente no todos
los mecanismos se lleven a cabo simultdneamente, y que los mecanismos de
activacion de p53 depende del tipo de estimulo. Finalmente, estos mecanismos
convergen en una respuesta comun, evitar la proliferacion celular
descontrolada, previniendo la transmision de mutaciones a las células hijas. Bajo
condiciones normales, cuando no se lleva a cabo una reparacion adecuada

del dano al ADN, la misma p53 puede inducir la muerte celular por apoptosis.

6.- CICLO CELULAR Y SU REGULACION

Las células de mamifero se propagan por mitosis. Cuando una célula se divide
se obtienen dos células hijas y cada una lleva consigo una carga genética de
cromosomas idéntica a la célula parental. Después de un intervalo de tiempo
las células hijas también se dividirdn por mitosis.

El tiempo entre las divisiones es conocido como ciclo mitético somdtico. Este
ciclo mitdtico consiste en cuatro fases: fase Gap 1 6 G1, cuando la célula se
prepara para sintetizar ADN; fase de Sintesis o fase S, en la cual la célula
sintetiza ADN y se duplica un nUmero idéntico de cromosomas; fase G2, en la
cual la célula se prepara para la divisiéon; y la mitosis o fase M, en la que la
célula se divide en dos células con idéntica carga genética. Todas las fases
estdn reguladas por unas proteinas llamadas Cinasas Dependiente de Ciclinas
(CDK’s) que forman heterodimeros con otras proteinas llamadas ciclinas, estos
heterodimeros, a su vez son regulados principalmente por cinasas (Figura 6). La
mitosis a su vez se subdivide en 4 fases; profase: cuando se condensan los
cromosomas; metafase: cuando los miembros de cada par de cromdtidas se

unen a los microtUbulos; anafase: cuando las cromdatidas hermanas se separan
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a los extremos opuestos por los microtUbulos; telofase: se forma el nicleo y se

descondensan los cromosomas (Martinez, 2001) (Figura 6).
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Figura 6: Diagrama que muestra las vias mds importantes de la activacion e
inactivacién de varios complejos CDK’s-ciclinas que gobiernan las diferentes
fases del ciclo celular en células eucariotas.PTi4: residuo de treonina fosforilado,
Ti4: residuo de treonina no fosforilado, PYis: residuo de tirosina fosforilado, Yis

residuo de tirosina no fosforilado.
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a) Cinasas Dependientes de Ciclinas (CDK’s)

La progresion a través de un ciclo celular es regulada por una compleja red de
senales extra- e infracelulares, que activan o desactivan de manera
coordinada y secuencial a la maquinaria bdsica de reguladores clave
conocidos como CDK's, todos los miembros de estas enzimas pertenecen a la
familia de las cinasas de residuos de serinas-treoninas (Zhang, 1999; Martinez,
2001).

Estas CDK’s son inactivas como mondmeros y requieren de fosforilacion y
asociacion con ofras proteinas reguladoras llamadas ciclinas para ser
funcionales. Solo el heterodimero ciclina-CDK proporciona la actividad a estos
complejos que son ensamblados y activados a tiempos diferentes durante el
clico celular (Tabla 2). Asi los diferentes complejos ciclina-CDK controlan
actividades especificas del ciclo celular como la sintesis de ADN y mitosis, entre
otras (Nigg, 1995).

En la actualidad se conocen trece distintos tipos de ciclinas y diez de CDK’s.
Cada CDK interactia con un grupo especifico de ciclinas. Por lo que, aqui sdlo
citaremos las mas relevantes involucradas en el ciclo celular.

-CDK4 y CDKé: Estas CDK’s se unen selectivamente a las ciclinas de tipo D
durante la fase G1 y regulan la fosforilacién de pRB en la fase G1/S del ciclo
celular.

-CDK3: Ha sido propuesta como una cinasa reguladora de fase G1 tardia
(Matsuoka, 2000). Contribuye a la activaciéon de los factores de transcripcion
E2F-1, E2F-2 y parcialmente a la de E2F-3. Por lo fanto confribuye en el inicio de
la fase S (Hofmann, 1996). También se ha enconfrado que CDK2 o CDK3
pueden promover la apoptosis por interferencia con la respuesta celular a los
factores de sobrevivencia (Braun, 1998).

-CDK2 : Esta CDK en unién a la ciclina E interviene en el término de la fase G1 y
tempranamente en la fase S del ciclo celular. Se ha encontrado recientemente

gue esta proteina es esencial para la duplicacion del centrosoma en células de
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mamiferos (Meraldi, 1999).

-CDK1 (Cdc2) : juega un papel importante en la fase mitdtica del ciclo celular.
Es conocido que CDK1 estd unida a la ciclina B y puede fosforilar al extremo C-
terminal de la RNA pol Il (Desai, 1995) vy la proteina Eg5. Esta Ultima es requerida
para la separacion adecuada de los cenfrosomas y el ensamble del huso
mitético (Blangy, 1995). Otro papel que recientemente se le ha atribuido a
CDKT1 es el paro del ciclo celular en la fase G2/M (Roulblevskaia, 2000).

-CDK7: Esta protfeina se une a ciclina H y forman un complejo llamado CAK
(Clarke, 1995), que fosforila y activa otros complejos Ciclina’s-CDK’s. Este
complejo en mamiferos, puede fosforilar a CDK1 y CDK2 cuando se encuentran
formando complejos con sus respectivas ciclinas (Poon, 1993).

-CDK5: Aparentemente, CDK5 no tiene un papel importante en el control del
ciclo celular.

b) Ciclinas

Las ciclinas son un grupo de proteinas altamente conservadas a través de la
evolucion en diferentes especies. La homologia entre ciclinas se encuentra en el
dominio responsable de la unién y activacion a CDK’s (Lees, 1993) y se ha
demostrado que las mutaciones en esta regidon inhiben ambas actividades.
Cada CDK interactua con un grupo especifico de ciclinas, para controlar las
funciones que determinan el progreso de las fases del ciclo celular (Tabla 2).

La funcién de las ciclinas, es controlada principalmente por cambios en niveles
de ARNm en las células de mamiferos, habieéndose demostrado la oscilacion
secuencial de los niveles de las principales ciclinas (E, A y B) (Pines, 1991). Estos
datos han permitido documentar el papel de cada una de ellas durante el
ciclo celular, en particular el complejo ciclina E-CDK2 tiene un papel critico en
el avance de G1 ala fase §S; el complejo ciclina A-CDK2 uno en la fase S y ofro
en la fase G2-M; y el complejo ciclina B-CDK1 es activado en |la parte final de la

fase G2 por la fosfatasa Cdc25 .
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Cinasa Subunidad Sustratos Funcién
reguladora

CDK1 (Cdc2) Ciclinas Ay B PRB, NF, Histona H1 G2/M

CDK2 Ciclinas A,Ey D PRB, p27 G1/S, S

CDK3 Ciclina E E2F1/DP1 G1/S

CDK4 Ciclinas D1, D2y D3 PRB G1/S

CDK5 p35, Ciclinas D1 y D3 NF, Tau Dif. Neuronal

CDKé Ciclinas, D1, D2y D3 PRB G1/S

CDK7 Ciclina H CDC2, CDK2/4/6 CAK

CDK8 Ciclina C RNA polimerasa |l Reg. Transcripcion

CDK9 Ciclina T PRB, MBP G1/S

Tabla 2: CDK’s y proteinas asociadas a la regulacion del ciclo celular en
eucariotas. Dif. Neuronal: diferenciacion neuronal; Reg. Transcripcion: Regula

transcripcion.

c) Regulacion del ciclo celular

Los niveles en la expresidn de las ciclinas son controlados por 3 factores
principales que son: 1) a nivel transcripcional; 2) por modificaciones post-
traduccionales y 3) la protedlisis dependiente de ubiquitinacion (Martinez, 2001).
Dentro de las modificaciones post-traduccionales se encuentran, por ejemplo:
- Fosforilaciones de CDK’s para adquirir su actividad catalitica, estas
fosforilaciones afectan el sitio de unidén a la ciclina aumentando su avidez para

formar algunos complejos CDK-ciclina (Ducommun, 1991).

49



- Los complejos ciclina-CDK’s pueden inactivarse por fosforilaciones en uno o
dos de los sitios que se encuentran cerca del sitio de unién a ATP de las CDK’s
(p. €. los residuos treonina 14 y tirosina 15 en CDK1 y CDK2 humanas,
respectivamente). Un ejemplo de este tipo de fosforilaciones se lleva a cabo
como un punto de control en la fase G2/M en el caso de dano a ADN (Figuras 5
y 7). Los residuos conservados de tirosina en varias CDK's pueden ser fosforiladas
por la cinasa Weel/Mikl y el residuo de ftreonina por Mytl (Coleman,
1993) (Figura 6).

- Las fosfatasas de la familia Cdc25 son las encargadas de activar el complejo
ciclina-CDK al remover los grupos fosfatos de los residuos de tirosina y treonina
en el sitio de union de ATP de las CDK’s. A la fecha se conocen fres miembros
de esta familia de fosfatasas en células de mamifero, éstas son: Cdc25C, que
estd relacionada a la activacion del complejo ciclina B-CDK1 en la mitosis;
Cdc25A que regula la progresion de la fase G1 y que puede ser fosforilada y
activada por la cilcina E-CDK2 en el inicio de la sintesis de ADN, y por Ultimo,
Cdc25B cuyo papel es desconocido hasta el momento (Galaktionov, 1991).

- También se conocen dos familias de inhibidores de CDK’'s especificos que
pertenecen a las familias CIP/KIP e INK4 (Tabla 3). Algunos de estos inhibidores
pueden actuar como factores de ensamble entre algunas cilcinas y sus CDK’s
(Hengest, 1998; Carnero, 1998). Los miembros de esta familia son inhibidores
generales de todos los complejos y se acumulan en respuesta a un amplio
rango de estimulos antiproliferativos. Estas proteinas se asocian de preferencia
con el complejo CDK-ciclina y su sobreexpresion induce el paro de las células
en diferentes fases del ciclo celular. Los miembros de la familia CIP/KIP mds
conocidos son las proteinas p21, p27 y p57. Estas moléculas son consideradas
inihibidores universales debido a que éstas pueden unirse e inhibir la actividad
de cinasa de diferentes complejos formados por las cinasas dependientes de
ciclinas CDK2, CDK4 y CDKé.
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Fase del ciclo Complejo CDK- INK4 Kip/Cip
celular Ciclina p15 pl6 p18 p19 p21 p27 p57
Gl Ciclina D/CDK4-6 + + + o+ + + +
G1/S Ciclina E/CDK2 - - - - + o+ +
S Ciclina A/CDK2 - - - - + -+
G2/M Ciclina B/CDK1 - - - - + - -

Tabla 3: Inhibidores de CDK’s. (-) ausente, (+) presente y () presente en bajas

cantidades durante las fases del ciclo celular indicadas.

d) Puntos de control 6 “Checkpoints”

El ciclo celular requiere de la coordinaciéon precisa de una variedad de eventos
que van desde la sintesis macromolecular, el ensamble de reguladores y la
degradacion proteica. El ADN debe ser duplicado, los cromosomas
condensados y segregados. El huso mitético debe ser duplicado y separado
para migrar, los cambios en la membrana celular y nuclear deben completar
una duplicacion correcta (Carnero, 2000).

La progresion del ciclo celular debe ser entonces finamente contfrolada por la
infegracion de senales positivas y negativas. Dentro de estas Ultimas estan los
llamados puntos de control o “Checkpoints” que son puntos de monitoreo vy
control, formados por vias de frasduccion especificas para impedir la progresion
del ciclo celular en respuesta al dano genotdxico (Figura 4 ) (Lowndes, 2000).

El concepto de un punto de control o “Checkpoint” fue introducido por

Hartwell, para referirse a los mecanismos celulares envueltos en la fidelidad de
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la fransmisidon genética. Un “checkpoint” de dano al ADN es un mecanismo de

vigilancia que evalla la integridad del gendma. De esta forma, los puntos de

control inhiben la progresién del ciclo celular hasta que las anormalidades del

gendma son reparadas (Hartwell, 1989).

La demora o paro del ciclo celular estd frecuentemente mediada por la

desregulacion de la actividad de las CDK's, que como se menciond

anteriormente son esenciales para la ejecucion de la mayoria de los puntos de

control (Grana, 1995). Algunos puntos de control conocidos son:

1)

2)

3)

“START": intfegra las senales tempranas intrinsicas y externas en G1 para
determinar si la célula puede contfinuar con otro ciclo de duplicacion
(Pardee, 1989).

Punto de control de dano a ADN en G1: la célula se defiene antes de la
fase S para permitir la reparacion de una lesion potencialmente
mutagénica en el ADN (Kaufmann, 1996). La mayoria de los estudios
sobre el papel de las oncoproteinas en la progresidon del ciclo celular se
habian concentrado en los puntos de revision de START y G1 (Figura 4).
Esto fue debido a que en la transformaciéon malignase, se encuentra
frecuentemente asociada a la pérdida de los puntos de control de G,
en la cual se involucran mutaciones o alteraciones en la regulacién de
proteinas esenciales como pRB y E2F, donde este Ultimo actia como un
promotor de franscripcion necesario para el avance del ciclo. La
liberacion de E2F se regula por la proteina p21, la cual junto con p27
pueden regular negativamente la funcidén de los heterodimeros CDK’s-
ciclina’s y asi poder detener el ciclo celular en la fase S (Kamb, 1995;
Martinez, 2001).

Punto de control de dano en la fase S: previene la iniciacién de los
replicones posterior al dano a ADN sin interumpir la sintesis de ADN. Aqui
se ha visto involucrada la proteina inhibidora p57, la cual no permite la

liberacion de los factores de transcripcidon necesarios para avanzar en la
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fase S (Kaufmann, 1996).

4) Punto de control de duplicacion de ADN (S/M): revisa el estado de
duplicacién del ADN para evaluar que células no entren a mitosis por
una duplicacion incompleta de sus cromosomas (Anderson, 1992).

5) Punto de conftrol de reparacion G2: previene la enfrada a mitosis si no se
ha reparado el dano a ADN que podria resultar en anormalidades de
segregacion cromosomal durante la mitosis (Kaufmann, 1996). El paro de
la fase G2/M ocurre tardiamente y normalmente estd asociado a la
muerte celular.

Mds recientemente se ha concentrado el interés sobre el punto de conftrol de la
fase G2/M. Se sabe que la mitosis no avanza sin la completa activacion del
complejo CDKl-ciclina B. Esta activacion requiere de la fosforilacion en el
residuo firosina 161 de la CDK1, de la desfosforilacion de los residuos de treonina
14 y firosina 15 la cual es llevada a cabo por Cdc25 (la fosforilacion de
inhibicion de los residuos de freonina 14 y tfirosina 15 se lleva a cabo por Weel)
y de que el residuo de treonina 162 de la CDK1 se fosforile por la cinasa CAK
(cinasa activadora de CDK) para que el complejo sea completamente
funcional .

Se ha visto que p53 también juega un papel muy importante en este punto de
control. Por ejemplo, se sabe que p53 bloquea el ciclo celular al inhibir
directamente a la CDK1, por fres genes blanco de p53 que son: Gadd45, p21 y
14-3-3c (Bunz, 1998; Jin, 2000; peng, 1997). En este punto de control se han
encontrado tres nuevas familias de proteinas que son reguladores negativos del
complejo CDK1-Ciclina B: Cds1 (Chk2/Rad53), Chk (CHK1 p56) vy las proteinas
14-3-3 (Rad 24/Rad?25) (Martinez, 2001; Winters, 1998).

AUN quedan varias incognitas en las vias de senalizacién que inducen el paro
en G2 bajo ciertas ciruntancias. Mds recientemente se ha empezado a evaluar

vias de paro en G2 que son independientes de p53 (Bache, 1999).
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JUSTIFICACION

El TNF-a es una citocina pleiotrépica, capaz de producir diferenciacion,
proliferacion y muerte celular programada o “apoptosis”™. La apoptosis
producida por el TNF-a es un mecanismo sincronizado de eventos
celulares, los cuales incluyen fragmentacién del ADN, activacion de
caspasas y la generacidon de estrés oxidativo. A pesar de la amplia
literatura sobre la tfransduccidn de la senal inducida por el TNF-a, una
de las vias de muerte poco estudiada es aquella en la que participa
p53. Por una parte, teniendo el antecedente de la generacion de
estrés oxidativo por TNF-a, y que en este estrés oxidativo podemos
encontrar ERO como son: hidroxidos, perdxidos y superdxidos, por otfra
parte se sabe que las ERO pueden producir dano al ADN, inicialmente
produciendo aductos oxidados de las bases. Dicho dano podria
conducir a la expresion y activacion de supresores tumorales como la
proteina p53, y de esta manera interferir con el ciclo celular a tfravés de
uno de sus genes blanco como lo es p21, para dar lugar a la
reparacion de las secuencias con bases (nucleotidos) danadas. La
falta de un proceso adecuado de reparacidon aunado a la activacion
de moléculas efectoras de muerte puede conducir a la ejecucion de

un programa de muerte por apoptosis.
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HIPOTESIS

La generacidén de estrés oxidativo producida por el TNF-a estd
relacionado con el dano al ADN y con la consecuente inhibicidn
de la proliferaciéon que antecede la muerte celular inducida por esta

citocina.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el mecanismo mediado por TNF-a responsable de la
inhibicién de la proliferacion que precede a la muerte celular en las
lineas de fibroblastos de ratén L929 y de adenocarcinoma mamario
humano MCF-7.

Objetivos particulares:

1) Evaluar el efecto citotdxico del TNF-a en células L-929 y MCF-7 a
lo largo del tiempo .

a.- Determinar el nUmero de células vivas a traves de la exclusion de
azul de tripano.

b.- Determinar la viabilidad celular a fravés de la tincion con cristal

violeta

2) Evaluar el estrés oxidativo inducido por el TNF-a en células L929 vy
MCEF-7

a.- Evaluar el estrés oxidativo a través de una trampa de electrones
desapareados como es la reduccion de MTT (superdxidos)

b.- Evaluar el estrés oxidativo midiendo la fluorescencia emitida por

la oxidacion del DCF (perdxidos) por citometria de flujo

3) Evaluar inhibicién de la proliferaciéon celular en células L929 y MCF-
7 tratadas con TNF-a.
a.- Evaluar la incorporacién de timidina tritiada antes y después de

iniciada la muerte celular
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b.- Evaluar por citometria de flujo el contenido de ADN,
determinando graficamente las regiones que pertenecen a las fases
del ciclo celular (G1, Sy G2 M) y cuantificar el porcentaje de células

en cada una de las fases.

4) Evaluar los niveles de la proteina p53 en ambos tipos celulares
tratados o no con TNF-a

a.- Evaluar los niveles de expresion del ARNm de p53 a través de
ensayos de hibridacion tipo “Northern blot”.

b.- Evaluar los niveles de proteina de p53 a través de inmunoensayo

tipo “*Western blot”.

5) Evaluar los niveles de la proteina p21 en ambos tipos celulares
tratados o no con TNF-a.
a.- Evaluar los niveles de la proteina p21 a través de inmunoensayo

tipo “Western blot".
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MATERIAL Y METODOS

a) Cultivo celular

Las lineas celulares L-929 y MCF-7 se cultivaron en el medio de cultivo definido
MEM y RPMI-1640, respectivamente (GIBCO, USA), suplementado con 10% de
suero fetal de bovino (SFB, GIBCO), antibidticos (penicilina y estreptomicina) vy
antimicdticos (anfotericina B) y 2 mM de glutamina (GIBCO, USA). Las células se
incubaron a 37 °C en una atmdsfera de 5% de CO2 en aire y de humedad
saturada.

b) Viabilidad celular

Las células se sembraron a una densidad de 40x103 células/cm? en una placa
de cultivo de 48 pozos un dia antes del inicio del experimento. Las células L929
se trataron con 5 ng/ml de TNF-a recombinante murino (R&D Systems, USA) y las
células MCF-7 con 10 ng/ml de TNF-a recombinante humano (R&D Systems,
USA) por diferentes periodos de tfiempo para evaluar la muerte celular. Al
término del experimento se retird el medio de cultivo y las células se fijaron con
glutaraldehido al 1.1 % (Merck, Mex) diluido en medio de cultivo suplementado
con 2.5% de suero de ternera. Las células fijadas se lavaron con agua corriente
y se secaron a temperatura ambiente. Las células fijadas se tineron con solucion
de cristal violeta (ver apéndice A) por 1 h con agitacidon constante, se retird el
cristal violeta y las células se lavaron con agua corriente y se dejaron secar a
temperatura ambiente. El cristal violeta se disolvid con dcido acético al 10%
(Baker, Mex). Se midi¢ la densidad 6ptica en un lector de placas de ELISA a una
longitud de 595 nm.

Por ofra parte, para evaluar el nUmero de células vivas, éstas se despegaron de
los pozos al finalizar el experimento con 100 pl de una solucidon de tripsina
(SIGMA, USA) al 0.1% en verseno (ver apéndice B). Después de 5 min de
incubacién se neutralizé la tripsina con un volumen igual de medio de cultivo
suplementado con 10% de SFB. Se tomaron 50 pl de células en suspension y se

diluyé con un volumen similar de azul de fripano (SIGMA, USA) al 0.4% en
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solucién amortiguadora de fosfatos (ver apéndice C). Las células se contaron
en un hemocitdmetro, y se reportaron las células que excluyen el azil de
tripano.

c) Ensayo de estrés oxidativo

Reduccion de MTT. Las células se incubaron con medio de cultivo
suplementado con 10% de SFB y con MTT (200 ug/ml) por 4 h. Posteriormente, se
retird el medio de cultivo. Las placas se secaron a temperatura ambiente y la
sal de formazdn precipitada se disolvid en isopropanol acidificado (HCI 0.2 mM)
en agitacion constante y una vez disuelto se agregd un volumen similar de PBS.
La cantidad de sal de formazdn disuelta se evalué midiendo la densidad
Optica en un lector de placas de ELISA a una longitud de 570 nm (Mosmann,
1983).

Oxidacion de H:DCF-DA: Al término del experimento las células se despegaron
con una solucion de fripsina/verseno y se centrifugaron a 1500 rpm, se elimind el
sobrenadante y se lavaron con 1 ml PBS para volver a centrifugar ofra vez. Las
células se resuspendieron en 1 ml de PBS y se incubaron a temperatura
ambiente durante 15 min con diacetato de dicloro-dihidro-fluoresceina (H2DCF-
DA) a una concentracion final de 8 uM, las células fueron centrifugadas y
resuspendidas en 1 ml de PBS. Al final de esta incubacidn la fluorescencia de las
células se evalué en un citometro de flujo (FACScalibur, Becton Dickinson). Se
evaluaron 1 x104 eventos por cada ensayo. La adquisicidon y el andlisis de los
datos se realizaron con el programa  CellQuest en el canal de emisiéon de 530
nm (FL1-H).

d) Ensayo de incorporacion de timidina tritiada

Las células se pulsaron con medio de cultivo suplementado con 10% de SFB y 1
uCi/ml de timidina tritiada [3H]) (NEN, USA) por 4h. Al terminar esta incubacion se
retird el medio de cultivo para posteriormente lavar con PBS. Las células se
fijaron con metanol (Baker, Mex) al 95% en PBS, se retird el metanol para volver

a lavar con PBS, tanto la fijacion como el lavado se llevaron a cabo a 4 °C. Las
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células fijadas se trataron con una soluciéon de NaOH (SIGMA, USA) al 0.2 Ny se
incubd por 24 h a 37 oC en atmdsfera de humedad saturante. El hidrolizado se
mezcld con 3 ml de liquido de centelleo y se registraron las cuentas por minuto
(CPM) en un contador de centelleo para emisiones beta (Beckman).

e) Ciclo celular

Las células se sembraron en cajas petri de 60 mm de didmetro (27 cm?2) a una
densidad celular de 20x103 células/cm?2. Al siguiente dia se frataron con TNF-
a por diferentes periodos de tiempo, al término del experimento las células se
despegaron con una solucion de tripsina al 0.1% en verseno, y se cenfrifugaron
por 5 min a 1000 rpm. Las células se lavaron con PBS por una sola ocasion y se
centrifugaron una vez mas. Posteriormente, las células fueron tratadas segun el
procedimiento del estuche Cycletestt™™ (Becton Dickinson) para extraer los
nUcleos de las células y tenir su ADN con yoduro de propidio (IP)(apendice D). El
contenido de ADN de los nucleos se evalué por citometria de flujo en el
programa CellQuest (Becton Dickinson). Se colectaron 2x104 eventos por
ocasion, y el andlisis de la intensidad de fluorescencia del IP fue determinado en
el canal de emisién de 585 nm (FL2-A ).

f) Extraccion de plasmidos

Se cultivaron bacterias E. coli de la cepa DH5-a trasnformadas con el pldsmido
PCMV-p53 donado por el Dr. Bert Vogelstein (John Hopkins Oncology Center)
en medio de cultivo LB (triptona 10 g, extracto de levadura 5 g y cloruro de
sodio 5 g por litro) suplementado con 100 ug/ml de ampicilina (Sigma, USA)
durante 14 h. La extracciéon y purificacion de ADN plasmidico se realizd con el
paquete Maxiprep de Quiagen (Quiagen, USA). La construccidn tiene 8.4 Kpb y
se realizd una restriccion con la enzima BamH1 para liberar el inserto de 1.8 Kpb
que corresponde al cADN de p53 el cual fue utilizado como sonda en ensayos
de “Northern blot” para identificar las especies de ARNm de p53.

g) Northern blot

El ARN total de células tratadas con TNF-a 0 control se exirajo por el método de
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Chomczynski y Sacchi (Chomczynski, 1987) empleando isofiocianato de
guanidinio y fenol, para tal proceso utilizamos la solucion comercial Tripure®
(ROCHE, Alemania), siguiendo el procedimiento sugerido por la compania
(Apéndice E). EIl ARN total se separé en geles desnaturalizantes de agarosa al
1.2 % en presencia de formaldehido. La electroforesis se llevé a cabo por 3 h en
solucion amortiguadora de MOPS (Apéndice F) en una cdmara horizontal de
electroforesis (Hoffer HE33). Al término de la corrida los geles se lavaron por 1 h
con agua desionizada. El ARN separado en los geles se transfiid a una
membrana de Nylon embebida con nifrocelulosa (MCI, USA) con poro de 0.2
um por la técnica de capilaridad (Ausubel, 1994). EI ARN se unid
covalentemente a la membrana con luz ultravioleta en un equipo “crosslinker”
(Stratagene, USA). Las membranas se bloguearon con la solucidn de
hibridacion (ver apéndice F) durante 6 h a 42 °oC y posteriormente se agregd la
sonda del cADN de p53 marcada radiactivamente con [a32P] ACTP a través
del estuche de reparacion al azdr (random primers DNA labelling system,
GIBCO-BRL, USA). El ARN separado se hibridd por 48 h a 42 oC, al término del
cual se lavaron las membranas 2 veces con una solucidon de SCC al 2X (ver
apéndice F) conteniendo SDS al 0.1% por 15 min, y posteriormente se lavaron 2
veces mas con SCC 0.2X conteniendo SDS al 0.1% durante 15 min. La senal
obtenida fue revelada por exposicidon con pantalla de fldor, y posteriormente
fue evaluada en un equipo fosforimager STORM (Molecular Dynamic, USA) en
el programa Imagequant de la misma casa comercial. Las membranas se
rehibridaron con cADN de GAPDH para normalizar el cargado de las muestras.
h) Western blot

Proteina p53: Al término del experimento las células se lavaron 2 veces con PBS,
y se lisaron en un amortiguador de lisis (ver apéndice G) conteniendo
inhibidores de proteasas 10 ug/ml de leupeptina, 10 ug/ml de aprotininay 1 mM
de PMSF (SIGMA, USA). Las células se rasparon con un gendarme y se

centrifugaron a 14000 rom en una microcentrifuga eppendorf durante 15 min a
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4 oC, y el sobrenadante se almacend a -20 °C hasta el momento de su uso. Las
proteinas (100 ug) obtenidas fueron separadas en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida (SDS-PAGE al 10%) (Laemmli, 1970). Las proteinas separadas se
transfiieron a membrana de nitrocelulosa (MSI, USA) segun el método
empleado por Towbin (Towbin, 1979). Las membranas se bloquearon por 1 h
con TBS-Tween 0.1% conteniendo 5% de leche descremada (Svelty de Nestle).
Las membranas se incubaron durante 1.5 h con anticuerpos especificos confra
la proteina p53 (dilucién 1:500) (Roche, Alemania), el cual estd conjugado con
peroxidasa de rabano (HRP), y se lavaron 3 veces durante 15 min por ocasion
con TBS-Tween-leche. Las proteinas se evidenciaron mediante el reactivo
Supersignal (Pierce, GB) el cual proporciond un sustrato para la peroxidasa y
luminol para producir quimioluminiscencia, y un estabilizador para prolongar la
emision de luz. La gquimioluminiscencia se evidencid en una pelicula Kodak
sensible al azul, la cual es especial para este tipo de emision.

Proteina p21: Para el andlisis de expresion de la proteina p21 por “Western blot”,
se obtuvieron las proteinas de forma similar a las de p53, y las proteinas fueron
separadas en geles de poliacriamida al 13%, transferidas a membrana de
nitrocelulosa y bloqueadas de igual manera. Las membranas se incubaron
durante 2 h con anticuerpos especificos contra la proteina p21 (dilucién 1:100)
(Santa Cruz, USA), al término las membranas se lavaron 2 veces por 10 min
seguidas por 3 veces de 5 min en TBS-Tween 0.1% conteniendo 5% de leche
descremada. Las membranas se incubaron adicionalmente por 1 h con un
anticuerpo secundario anti-IgG de ratén acoplado a peroxidasa (HRP)(Pierce,
UK), al termino de la incubacion las membranas se lavaron de igual manera
que el antficuerpo primario y se revelaron de la misma manera que el protocolo
para p&3.

Poteina actina: Para normalizar el cargado de las proteinas p53 y p21 se
evaluaron los niveles de actina presentes en los extractos proteicos, utilizando la

misma cantidad de proteina total. Se utilizd un anticuerpo anti-actina, el cual
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reconoce a todas las subunidades (dilucion 1:10000), donado por el Dr. Manuel
Herndndez del CINVESTAV-IPN (Herndndez, 1989), las condiciones del “Western
blot" fueron similares como en la evaluacidon de p21, se utilizd el mismo
anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa (dilucién 1:10000).

i) Andlisis estadistico

Cada experimento fue realizado por ftriplicado y como minimo fueron
evaluados 3 experimentos independientes. En los ensayos tipo “Northern blot”,
“Western blot” vy citometrias de flujo se redlizaron 2 experimentos
independientes, y solo se muestra una figura representativa. Se realizaron
promedios de los datos obtenidos y se presenta su desviacion estandar en las
grdficas de barras (+/-). En los datos de normalizacion de reduccion de MTT e
incorporacion de timidina por célula viable, se tomaron los datos
independientes de viabilidad para cada tratamiento, por lo tanto, resulta de la
division del dato promedio en porcentaje de MTT o de incorporacion de

timidina entre el porcentaje de viabilidad.
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RESULTADOS

a) Efecto citotoxico de TNF-a

Los resultados obtenidos se centran sobre el efecto del TNF-a en las lineas L929 y
MCF-7, como ya se ha dicho, estas lineas celulares son muy sensibles al efecto
citotoxico del TNF-a.. En la figura 7A se muestra que la viabilidad de las células
L929 después de 24 h de tratamiento con TNF-a disminuyd 85% con respecto al
control y en la figura 7B se muestra que la incorporacion de timidina-[3H]
disminuy0é solo 45% con respecto al control. En las figuras 8A y 8B se muestra el
efecto de TNF-a sobre la viabilidad celular que cay6é en un 70% y sobre la
incorporacion de timidina-[3H] en células MCF-7 que tuvo el mismo valor con y
sin tratamiento con TNF-a. El conjunto de graficos muestra una marcada
reduccion en el numero de células de ambas lineas celulares después de 24 h
(L929) y 72 h (MCF-7) de tratamiento con TNF-a (figura 7A y 8A). La observacion
al microscopio mostré6 que en ambas lineas celulares se redujeron
considerablemente las figuras mitéticas (datos no presentados). Por otro lado,
también se observaron cambios morfolégicos caracteristicos de la muerte
celular en ambas lineas, como la retraccion de las prolongaciones celulares y la
aparicion de un cuerpo celular mas redondeado, asi como células despegadas
y detritus celular. Todo esto parece indicar que las células dejan de proliferar y
gue paralelamente se inicia un proceso de muerte.

Por otra parte, cuando cultivos paralelos de células se incubaron con timidina-
[3H], la incorporacion de ésta (evaluada en cuentas por minuto, CPM) al ADN
en células tratadas con TNF-a cayl, pero no en la proporcion en la que
disminuyé el numero de células viables evaluadas en paralelo (panel “B” de las
figuras 7 y 8).

Al evaluar la viabilidad celular con un ensayo basado en la reducciéon de MTT
en células L929 y MCF-7 los resultados observados tampoco coincidieron con el
numero de células viables observadas en cultivos paralelos control o tratados

con TNF-a.. En el caso de las células L929 la reduccion de MTT aumento 4.2 veces

63



después de 24 h de tratamiento con TNF-a (figura 7C), mientras que el niumero
celular cay6 en un 85% (figura 7A). En las células MCF-7 el tratamiento produjo
un aumento de 3.1 veces en la reduccién de MTT (figura 8C) comparado con
una disminucion en el numero de células de 70% (figura 8A).

Claramente existe una discrepancia entre el numero de células y la reduccion
de MTT. Con el propésito de establecer una relacion entre las células vivas al
momento del andlisis y la reduccidn de MTT se normalizaron los resultados para
expresar la reduccion de MTT por célula viable. Cabe mencionar que la
reduccion de MTT fue inicialmente introducida por Mossman (Mossman, 1981)
como un ensayo para evaluar proliferacion celular en sobrenadantes de
cultivos de células (medios condicionados) que poseian actividad de factor de
crecimiento (citocinas con actividad proliferadora). El MTT acepta electrones
derivados del metabolismo aerébico de las células y forma una sal insoluble de
formazan. Por lo tanto, la medida de la reduccién de MTT también puede verse
como un indice de estrés oxidativo (Gomez, 1996). Las figuras 7C y 8C muestran
como este indice de estrés oxidativo se incrementa considerablemente en
células tratadas con TNF-a en ambas lineas celulares, 4.2 veces para células
L929 y 3.1 veces para las células MCF-7.

En principio, la incorporacion de timidina-[3H] tampoco puede ser
correlacionada con el nimero de células observadas. Por tanto, también
pensamos que la manera mas adecuada para expresar estos datos es
normalizarlos como incorporacion de timidina-[3H] por célula viable. El
significado del incremento en la incorporacion de timidina-[3H] en células
tratadas con TNF-a. podria reflejar una actividad de reparacion del ADN. En las
figuras 7D y 8D podemos observar que la incorporacion de timidina-[3H] por
célula tratada con TNF-a se incrementa considerablemente, 4.1 veces para las
células 1929 y 3.3 veces para las células MCF-7. Este incremento en la
incorporacion normalizada de timidina-[3H] se correlaciona con el incremento

de la reduccion de MTT, 4.2 veces para células L929 y 3.1 veces para las células
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MCEF-7 (figuras 7Cy 8C)

EFECTO DE TNF EN LA INCORPORACION DE TIMIDINA (*H) EN
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Figura 7: Efecto de TNF en células L929 después de 24 h de tratamiento. A) niumero de
células viables, B) incorporacion de timidina-[3H], C) incorporacién de timidina-[3H] por
célula viable, D) reduccién de MTT por célula viable. En las graficas A y B se presenta la
desviacion estandar de un experimento representativo realizado por triplicado, y en las
graficas C y D se presenta un indice de normalizacién entre la incorporacion de
timidina por célula viable, asi como la reduccidn de MTT por célula viable,
respectivamente. INC/CEL: valor normalizado de la incorporacion de timidina-[3H ] por
célula viable. RED/CEL: valor normalizado de la reducciéon de MTT por numero de

células viables.



Figura 8: Efecto de TNF en células MCF-7 después de 72 h de tratamiento, A) viabilidad
celular, B) Incorporacion de timidina-[3H], C) Incorporacion de timidina-[3H] por célula
tratada, D) reduccién de MTT por célula tratada. En las graficas A y B se presenta la
desviacion estandar de un experimento representativo realizado por triplicado, y en las
graficas C y D se presenta un indice de normalizacion de la incorporacion de timidina
por célula viable, asi como la reduccién de MTT por célula viable, respectivamente.

INC/CEL: valor normalizado de la incorporacién de timidina-[3H ] por célula viable.
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RED/CEL: valor normalizado de la reduccidén de MTT por numero de células viables.
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b) Efecto de TNF-a a tiempos tempranos

Para determinar el efecto del TNF-a en ventanas de tiempo donde no se
observa muerte celular realizamos un curso temporal el cual incluyé tiempos de
4,8y 12 h de tratamiento en la linea celular L929. En la figura 9A se observa que
mientras que las células control proliferan a lo largo de 12 h, las células tratadas
no lo hacen. La diferencia en nimero celular se observé a partir de 8 h de
tratamiento, la cual corresponde a un 25%, y a partir de 12 h de tratamiento se
encontré una diferencia del 60% con respecto al cultivo control, ademas es a
partir de este tiempo que las células tratadas empiezan a perder su viabilidad,
evaluadas por exclusion de azul de tripano. Cuando se evalué la incorporacion
de timidina-[3H] en estas células se observd que las CPM de las células tratadas
con TNF-a se incrementan igual o mas que las células control (figura 9B). Por otro
lado, para representar el fendbmeno de incremento de incorporacion de
timidina-[3H] en células tratadas con TNF-a se expresd0 como veces de
incorporacion de timidina-[3H] por célula viable (como en las figuras 7D y 8D).
En la figura 9C se muestra que la incorporacion de timidina-[3H] por célula
viable se incrementa considerablemente desde las 8 h de tratamiento (1.8

veces), y alcanza un nivel maximo a las 12 h (2.9 veces).
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Figura 9: Efecto de TNF en células L929 tratadas por periodos cortos. A) viabilidad

celular, B) incorporacion de timidina-[3H], C) incorporacion de timidina-[3H] (INC) por

célula tratada. En células control (CTRL) o tratadas con TNF (5 ng/ml) por las horas

indicadas (H). En las graficas A y B se presenta la desviacion estandar de un

experimento representativo realizado por triplicado, y en la grafica C se presenta un

indice de normalizacion entre la incorporacion de timidina por célula viable,

respectivamente. INC/Cel: valor normalizado de incorporacion de timidina-[3H ] por

célula viable.
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Para las células MCF-7 se realizé un curso temporal a intervalos de tiempo de 6
h, iniciando desde 12 h hasta 30 h. El curso temporal fue distinto para las células
L929, porque en la linea celular MCF-7 la muerte se inicia después de 24 h,
sugiriendo que todo el proceso es mas lento. Como se muestra en la figura 10A
las células tratadas con TNF-a completan por lo menos un ciclo celular que
iniciaron posiblemente antes de la adicion de TNF-a, ya que para las 18 h de
tratamiento el nimero celular se duplica. A partir de las 18 h de tratamiento las
células dejan de proliferar, observandose dafo celular considerable a partir de
las 30 h en la cual la diferencia es de 40%. En contraste, la incorporacion de
timidina-[3H] es constante tanto en células control como en células tratadas
hasta las 24 h. Posteriormente, se observd un incremento considerable en la
incorporacion de timidina-[3H] en células tratadas por 30 h (casi 100%)(figura
10B). La incorporacion de timidina-[3H] por célula viable tratada con TNF-a se
incrementd considerablemente en células MCF-7 a partir de las 24 h de
tratamiento (2.5 veces) con un incremento maximo a las 30 h que caisi triplico el
valor del control (4.5 veces)(figura 10C).

En las figuras 11 y 12 mostramos las fotografias de los tiempos de tratamiento
con TNF-a en células L929 (figura 11) y en células MCF-7 (figura 12). Como se
observa, es a partir de las 12 h de tratamiento con TNF-a en células L929 cuando
se puede apreciar una diferencia visible en la densidad celular, la cual también
refleja la aparicion de células con caracteristicas de dafio, como la retraccion
de las prolongaciones celulares y la aparicion de un cuerpo celular mas
redondeado, asi como células despegadas y un poco de detritus celular. En
células MCF-7 se puede observar una diferencia de densidad celular hasta las

24 h de tratamiento, y esta diferencia es mas pronunciada 6 h después (30 h).
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Figura 10: Efecto de TNF en células MCF-7 tratadas con TNF por periodos cortos, A)
viabilidad celular, B) Incorporaciéon de timidina-[3H], C) Incorporacién de timidina-[3H]
por célula tratada. En células control (CTRL) o tratadas con TNF por los tiempos
indicados en horas (H). En las graficas A y B se presenta la desviacidon estandar de un
experimento representativo realizado por triplicado, y en la grafica C se presenta un
indice de normalizacién entre la incorporacion de timidina por célula viable. INC/CEL:

valor normalizado de incorporacioén de timidina-[3H ] por célula viable.
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Figura 11: Células L929 tratadas por 4, 8 y 12 h con TNF. El panel de la izquierda:
micrografias de cultivos control (CTRL), panel de la derecha: micrografias de cultivos

tratados con TNF.
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Figura 12: Células MCF-7 tratadas por 12, 18, 24 y 30 h. El panel de la izquierda:
micrografias de cultivos control (CTRL), panel de la derecha: micrografias de cultivos

tratados con TNF.
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C) Analisis de expresion de ARNm y proteina de p53

Se sabe que p53 es una proteina que se expresa cuando se expone a las
células frente a un agente que produce dafio al ADN. El TNF-a se ha descrito
como una citocina que induce estrés oxidativo y fragmentacion del ADN
cuando se lleva a cabo apoptosis. En células L929 y MCF-7 aun no se ha
determinado si este estrés oxidativo es una sefial primaria en la induccién de
apoptosis o si bien forma parte de la ejecucion de la muerte de la célula. El
mecanismo responsable del incremento en estrés oxidativo todavia no se ha
esclarecido. Sabiendo que el TNF puede inducir estrés oxidativo hipotetizamos
gue podria haber dafio al ADN, sugerida hasta este momento por el
incremento en la incorporacion de timidina-[3H ] en células tratadas. De ser asi,
deberia de haber un incremento en los niveles de expresion del ARN mensajero
y de la proteina de p53 en células tratadas con TNF-a. Cuando evaluamos los
niveles de ARNm de p53 a través de “northern blot” en células L929 tratadas
con TNF-a observamos un incremento de casi 3 veces a las 4 h (2.9 veces) con
respecto al basal encontrado en las células sin tratamiento, este incremento
permanecié al mismo nivel hasta las 8 h (2.5 veces), incluso a las 12 h se
mantiene casi al doble (1.9 veces)(figura 13A). El incremento observado en los
niveles de ARNm correlaciona con el incremento en los niveles de expresion de
la proteina p53 evaluada por “Western blot” a los mismo tiempos de
tratamiento, encontrando que a las 4 h se detecta un ligero incremento (1.5
veces), y a las 8 h los niveles de proteina se eleva por arriba de 3 veces (3.2
veces)(figura 13B). En células MCF-7 los niveles de expresion de ARNm de p53
también se incrementan en células tratadas con TNF-a, y el mayor incremento
en los niveles de ARNm de p53 se observé a las 12 h (4.5 veces), este incremento
permanecio hasta 12 h después, 2.3 veces para 18 hy 1.9 para 24 h (figura 14A).
El incremento de los niveles de mensajero para p53 en células MCF-7
correlaciona con un incremento en los niveles de la proteina, sobre todo a las

12 h de tratamiento (2.7 veces)(figura 14B).
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TNF
Tiempo (h) 0O 2 4 8 12 12

P53

GAPDH e

Incremento
p53/GAPDH 1 12 28 25 19 1.2

Figura 13A: Impresion de p53 revelada por pantalla de flior en un equipo STORM. El
ARN total se aislé a los tiempos indicados (h) después de tratar a las células L929 con 5
ng/ml de TNF. La misma membrana fue hibridada primero con una sonda de p53
radiactiva, y después de lavar la membrana se rehibridé con una sonda de GAPDH
radiactiva, como se indica en materiales y métodos. Los numeros reflejan la

normalizacién de la sefial de p53 con respecto a la sefial de GAPDH.
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Figura 13B: Autoradiograma revelado por guimioluminiscencia de un inmuno ensayo
tipo “Western Blot” de p53. En cada pozo se cargaron 100 ug proteina total obtenido
después de 4, 8 y 12 h de tratamiento de células L929 con TNF. Como control de
cargado se presenta una exposicion de actina total en un gel cargado con la misma
cantidad de proteina. Los numeros representan la normalizacién por densitometria de

p53 entre actina.
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Tiempo (h) 12 18 24 30
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GAPDH

Incremento
p53/GAPDH

1 45 23 19 11

Figura 14A: Impresion de p53 revelada por pantalla de flior en un equipo STORM. El
ARN total se aislé a los tiempos indicados (h) después de tratar a las células MCF-7 con
10ng/ml de TNF. La misma membrana fue hibridada primero con una sonda de p53
radiactiva, y después de lavar la membrana se rehibridé con una sonda de GAPDH
radiactiva, como se indica en materiales y métodos. Los numeros reflejan la

normalizacién de la seflal de p53 con respecto a la sefial de GAPDH.
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Figura 14B: Autoradiograma revelado por guimioluminiscencia de un inmuno ensayo
tipo “Western Blot”. En cada pozo se cargaron 100 ug proteina total obtenido después
de 12, 18, 24 y 30 h de tratamiento de células MCF-7 con TNF. Como control de
cargado se presenta una exposicion de actina total en un gel cargado con la misma
cantidad de proteina. Los numeros representan la normalizacién por densitometria de

p53 entre actina.
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d) Analisis de la expresion de la proteina p21

El mecanismo por el cual p53 bloquea el ciclo celular es a través de promover
la expresion uno de sus genes blanco, p21. Por lo tanto, debido a los resultados
obtenidos por la viabilidad celular por exclusion de azul de tripano en células
tratadas con TNF-q, y al incremento de los niveles de p53 en ARNm y proteina,
se esperaba que las células tratadas con TNF-a. presentaran un incremento de
los niveles de proteina de p2l1. Cuando evaluamos los niveles de proteina por
inmunoensayos tipo “Western Blot” se encontré que en células L929 tratadas
con TNF-a los niveles se incrementan poco a las 4 h (1.9 veces). Alas 8y 12 h los
niveles decrecen considerablemente con respecto a los niveles basales (figura
15A). Por otro lado, cuando evaluamos los niveles de proteina de p21 en células
MCF-7, observamos que se incrementan de forma importante después de 12 h
de tratamiento con TNF-a ( 3 veces), y que este incremento prevalece por 12
horas mas (tiempos 18 y 24 h). Sin embargo, después de 30 h de tratamiento la
proteina p21 disminuye por debajo de su nivel basal (figura 15B).

e) Analisis del ciclo celular

Es evidente que las células tratadas con TNF-a no estan incrementando su
nuamero, a pesar de una mayor incorporacion de timidina-[3H] por una parte, la
cual se puede explicar por reparacion. Por otra parte, el incremento en los
niveles de p21 en las células L929 a las 4 y 8 no guarda relacion con el
incremento en expresion de p53 que ocurre 8 h después de tratamiento. Esto
indica que otra u otras proteinas con capacidad inhibitoria estarian actuando
en el arresto del ciclo celular. Cuando evaluamos la distribucion de las células

tratadas con TNF-a en las diferentes fases del ciclo celular observamos que la
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TNF

Tiempo (h) 4 8 12

p21 - e

actina T e o WY

Incremento
P21/actina 1.0 1.9 0.9 0.4

Figura 15A: Autooradiograma revelado por quimioluminiscencia de un inmuno ensayo
tipo “Western Blot” de p21 en células L929. En cada pozo se cargaron 100 ug proteina
total obtenida después de 4, 8, 12 h de tratamiento de células L929 con TNF. Como
control de cargado se presenta una exposicion de actina total en un gel cargado
con la misma cantidad de proteina. Los numeros representan la normalizacion por

densitometria de p21 entre actina.
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Tiempo (h) 12 18 24 30
actina -—
neemen 10 30 25 15 08

Figura 15B: Autoradiograma revelado por quimioluminiscencia de un inmuno ensayo
tipo “Western Blot” de p21 en células MCF-7. En cada pozo se cargaron 100 ug proteina
total obtenida después de 12, 18, 24 y 30 h de tratamiento de células MCF-7 con TNF.
Como control de cargado se presenta una exposicidn de actina total en un gel
cargado con la misma cantidad de proteina. Los numeros representan la

normalizacion por densitometria de p21 entre actina.
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cantidad de células L929 en la region G2-M se incrementa (figura 16 y tabla 4).
El incremento en esta region se va haciendo mas notable conforme avanza el
curso temporal, y es a las 8 h de tratamiento cuando las células presentan un
incremento maximo pasando de 13 a 41% en células control o tratadas con TNF-
o respectivamente. Paralelamente, ocurre una disminucidn notable de
poblaciéon de células de la regidon que corresponde a G1 que pasa de 75 a 45%
en células control o tratadas con TNF-a, ésto se ve bastante evidente en los
histogramas de intensidad de fluorescencia (figura 16). Las células MCF-7 por su
parte no presentaron una acumulacioén en ninguna de las regiones, por lo que
pensamos que no hay un punto especifico en el cual se interrumpa el ciclo y
gue por tanto, las células estan detenidas en cualquier punto a todo lo largo

del ciclo celular (figura 17 y tabla 5).
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Figura 16: Distribucion del contenido de ADN en células L929. Los nucleos de L929

fueron preparados y visualizados en el canal FL2-A (580 nm) por citofluorometria.

Células control (CTRL) o tratadas con TNF por los tiempos indicados (4, 8, 12 h).

G1 S G2-M
CTRL 75 12 13
4H 64 12 24
8H 45 14 41
12H 49 13 38

Tabla 4: Distribucion de las células L929 en las diferentes fases del ciclo celular después

de diferentes tiempos de tratamiento con TNF.
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Figura 17: Distribuciéon del contenido de ADN en células MCF-7. Los nicleos de MCF-7
fueron preparados y visualizados en el canal FL2-A (580 nm) por citofluorometria.

Células control (CTRL) o tratadas con TNF por los tiempos indicados (8, 12, 18, 24 y 30 h).

Tabla 5: Distribucién de las células MCF-7 en las diferentes fases del ciclo celular

G1 S G2-M
CTRL 67 16 17
8 h 67 16 17
12 h 72 13 15
18 h 68 16 16
24 h 73 14 13
30h 67 16 17

después de diferentes tiempos de tratamiento con TNF.
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f) Analisis del estrés oxidativo

Los resultados de incorporacion de timidina-[3H], sumado al incremento de
proteina p53, son congruentes con dafo al ADN, pero por otra parte, deja la
gran interrogante que se presenté desde un principio en cuanto al origeny la
naturaleza del dafio al ADN. Si bien se ha demostrado que la adicién de
antioxidantes salva de la muerte a las células, no se ha vinculado directamente
a las ERO como un agente generador de dafio al ADN cuando se tratan a las
células con TNF-a. Como una medida del estrés oxidativo, realizamos
evaluaciones de reduccion de MTT, el cual como ya habiamos mencionado
puede utilizarse como un indice de estrés oxidativo, a tiempos donde no se
observa ni muerte ni dafio celular. En células L929, se observa solo un
incremento hasta las 12 h de tratamiento (1.7 veces) (figura 18B). En Células
MCF-7, es a partir de las 18 h cuando la reducciéon de MTT por célula se
incrementa (2 veces), este incremento permanece por las siguientes 12 h (figura
18D). Otra sonda fluorescente que ampliamente se ha utilizado para evaluar el
estrés oxidativo, es la oxidacion del DCFHz. En células L929 la oxidacion de DCF
fue incrementandose con un curso temporal. El tiempo mas temprano de
exposicion a TNF-a, se encontrd un ligero incremento en la oxidacion de DCF
con respecto al control sin tratamiento, y a las 8 h de tratamiento la oxidacion
de DCF se incrementd 3 veces y la maxima oxidacion se presentd a 18 h (4.5
veces)(figura 19). Para las células MCF-7 se observa un ligero incremento a las 8
h, el cual se eleva paulatinamente hasta alcanzar un maximo a las 30 h de
tratamiento, lo que correspondié a un 50% por arriba del nivel basal de las

células sin tratamiento (figura 20).
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Figura 18: Estrés oxidativo medido por MTT en células L929 (A y B) y MCF-7 (C y D)

tratadas con TNF por los periodos indicados. En las graficas A y C se presenta la

desviacidn estandar de un experimento representativo realizado por triplicado, y en las

graficas B y D se presenta un indice de normalizacién entre la reduccién de MTT por

célula viable (RED/CEL). Ctrl: control.
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Figura 19: Estrés oxidativo en células L929 tratadas con TNF medido por DCF. Las
células L929 control (CTRL) o tratadas con TNF por los tiempos indicados (4, 8, 12, 18y 24
h) fueron cargadas con DCF por 15 min, después de lo cual se evalud el incremento en
la intensidad de fluorescencia en el canal FL1-H (520 nm) por citofluorometria. Se
muestran los histogramas y las intensidades de fluorescencia promedio (IF) dentro de los

recuadros.
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Figura 20: Estrés oxidativo en células MCF-7 tratadas con TNF medido por DCF. Las
células MCF-7 control (CTRL) o tratadas con TNF por los tiempos indicados (8, 12, 18, 24
y 30 h) fueron cargadas con DCF por 15 min., después de lo cual se evalud el
incremento en la intensidad de fluorescencia en el canal FL1-H (520 nm) por
citofluorometria. Se muestran los histogramas y las intensidades de fluorescencia

promedio (IF) dentro de los recuadros.
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DISCUSION

En nuestro laboratorio previamente se determind que existe una ventana de
tiempo, en la cual las células L929 y MCF-7 presentan caracteristicas de muerte
cuando se tratan con TNF-a, es decir con caracteristicas de dafio, como la
retraccion de las prolongaciones celulares, la aparicion de un cuerpo celular
mas redondeado, asi como células despegadas y detritus celular(Gomez, 2004;
y el presente trabajo). Posterior a esta ventana de tiempo, las células inician una
mayor destruccion de forma generalizada, la cual hemos medido por diferentes
técnicas (exclusion de azul de tripano, MTT, cristal violeta, liberacion de LDH,
contenido de ADN por citofluorometria etc.), y se han obtenido los resultados
mas espectaculares cuando se compara con las células sin tratamiento. Previo
a este tiempo, cuando el dafio celular ain no se presenta, los ensayos
biol6gicos mas comunes que hemos realizado, no han podido determinar una
diferencia que represente algun grado de dafio e inicio de la muerte célular.
Por lo tanto, en el presente trabajo, evaluamos la expresidon de la proteina p53,
implicada en dafo al ADN, paro del ciclo celular y apoptosis (EL-Deiry, 1993;
Miyashita, 1994; Shieh, 1997). Los resultados obtenidos sugieren que la célula
pasa de un paro del ciclo celular a la muerte, ésto determinado por el numero
de células evaluadas a tiempos tempranos tanto de L929 y de MCF-7 tratadas
con TNF-a (figura 9A y 10A). Las células L929 durante las primeras 8 h de
tratamiento con TNF ya no proliferaron, y es a partir de las 12 h cuando se
observa una disminucion en la viabilidad (figura 9A). Por lo tanto, esto indica
gue posiblemente se hayan detenido en alguna fase del ciclo celular. A pesar
de que en células L929 existe una amplia literatura sobre el efecto de TNF-a, no
se ha determinado que en estas células se induzca un paro del ciclo celular en
alguna fase en particular, ya que existe actualmente una discrepancia,
mientras algunos describen apoptosis (Kyprianou, 1991; Fady, 1995) otros
determinaron que estas células se mueren con un fenotipo necrotico (Schulze,

1992; Grooten, 1993) e incluso algunos sugieren una muerte apoptotica atipica
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(Humphreys, 1998). En células MCF-7, durante las primeras 12 h de tratamiento
no se observd un incremento en el numero de células, pero si ligeramente a las
18 h de tratamiento, lo que indica que alguna parte de la poblacibn completa
el ciclo y posteriormente se arresta. En un trabajo detallado se ha demostrado
que las células MCF-7 se arrestan en la fase G1 del ciclo celular cuando son
tratadas con TNF-a (Jeoung, 1995).

La inhibiciéon de la proliferacion coincide con un incremento en la incorporacion
de timidina-[3H] (figura 9B y 10B). Inicialmente se esperaba que las células
tratadas con TNF incorporaran menor timidina-[3H] que las células control, ya
gue no se estaban dividiendo, incluso cuando se trataron las células L929 por 24
h con TNF-a (figuras 7A y B) se observé que la incorporacion de timidina-[3H] no
correspondia a la cantidad de células viables. A pesar de tener solo un 15% de
células viables, la incorporacion de timidina-[3H] solo cayd a la mitad. En células
MCEF-7 tratadas con TNF-a por 72 h la cantidad de células viables presentes en
el cultivo cayo a un 25% (figura 8A), pero sorpresivamente la incorporacion de
timidina-[3H] presentd los mismos valores que en cultivos sin tratamiento (figura
8B). Por lo tanto, cuando realizamos nuestros experimentos a tiempos mas largos
(después de 24 h para L929 o después de 72 h para MCF-7) o a tiempos cortos
(antes de 24 h para L929 o antes de 72 h para MCF-7) con TNF-a, se normalizo la
incorporacion de timidina-[3H] por célula viable (figuras 7C, 8C, 9C y 10C). Los
resultados preliminares a tiempos mas largos indicaron que las células tratadas
con TNF-a estaban incorporando 3 veces mas timidina-[3H] que los cultivos sin
tratamiento, para ambas lineas celulares. Cuando se evalud la incorporacion
de timidina-[3H] a tiempos mas tempranos de tratamiento con TNF-
a se encontré que a partir de las 8 h de tratamiento las células L929 tenian un
indice casi de 2 y para las 12 h éste se incrementaba hasta 3 (Figura 9C). Algo
semejante paso en las células MCF-7, a las 24 h de tratamiento con TNF-a, ya
que el indice de incorporacioén por célula viable se incrementé a 2,y a 30 h de

tratamiento éste ya se habia duplicado (figura 10C). Por lo tanto, consideramos
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gue este gran incremento en la incorporacion de timidina-[3H] so6lo puede
explicarse por un proceso de reparacion de ADN, posiblemente en respuesta a
un dafio al ADN.

La incorporacion de timidina-[3H] mostré un dafio al ADN, por lo que se sugiere
gue exista alguna respuesta celular frente al dafio inducido por el TNF-a. Se
sabe que cuando existe dafio al ADN una de las primeras proteinas que
responde es el supresor tumoral p53. De hecho, trabajos recientes han
involucrado a p53 en la respuesta temprana cuando las células son tratadas
con TNF-a; uno de los primeros trabajos describe que la antimitogenicidad
asociada al incremento en la expresidon de p53 en la linea MCF-7 (Jeoung, 1995;
Drané, 2002), y la resistencia a la muerte inducida por TNF-a por pérdida de
funcion de p53 estan asociadas (Cai, 1997). El papel de p53 en la muerte
celular inducida por TNF-a se refuerza con los resultados obtenidos con la linea
celular ME-180 que muere en respuesta a TNF-a.. Mientras que el TNF-a induce un
aumento en la expresion de p53, en clonas resistentes al TNF-a no se presenta el
aumento en expresion de p53 (Donato, 1998). Actualmente, es evidente que la
acumulacion o sobreexpresion de p53 esta asociada a la muerte celular
inducida por el TNF-a. Por lo tanto, cuando se evalud el ARNm de p53 en ambas
lineas celulares observamos que desde las primeras horas de tratamiento éste se
incremento (figuras 13A y 14A), y el resultado fue corroborado en la expresion
de la proteina, la cual también se incrementé de forma considerable (figuras
13B y 14B). En la linea celular MCF-7, existen varios reportes donde se ha
mostrado que TNF-a es capaz de inducir la sobrexpresion de p53, pero para las
células L929 fue hasta el 2002 cuando aparecio el primer trabajo donde se
demuestra que el TNF-a es capaz de inducir la acumulaciéon de p53 (Kim, 2002),
y el presente trabajo el cual fue iniciado en 1999.

Entonces, podemos asociar el incremento de incorporaciéon de timidina-[3H] con
la expresion de p53, y ambas evidencias nos conducen a pensar en un posible

dano al ADN cuando las células fueron tratadas con TNF-a. Por lo tanto, si existe
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dafio al ADN y acumulacion de p53, entonces una de las posibles
consecuencias es que exista paro del ciclo celular, en donde p53 como factor
de transcripcidon pudiera funcionar en algunos de sus genes blanco que
detienen el ciclo celular como la proteina inhibidora de CDK’s, p21.

En células MCF-7 ya se habia demostrado que el TNF-a. induce la sobreexpresion
de p21 (Jeoung, 1995). En L929 recientemente se ha descrito que no existe un
incremento en los niveles de proteina de p21, pero si de p53 (Kim, 2002).
Nuestros resultados indican que si existe un incremento considerable a tiempos
tempranos de p21, pero los niveles decrecen rapidamente para L929 (figura
15A), y para MCF-7 el incremento se mantiene por arriba del basal por lo menos
entre 12 y 24 h de tratamiento (figura 15B), lo cual corresponde con lo ya
descrito.

Entonces, si las células tratadas con TNF-a no estan proliferando, y estan
acumulando p53 y p21 a tiempos tempranos, se cree en un posible paro del
ciclo celular previo a la muerte. Los resultados mostraron que las células L929 se
acumularon en la fase G2-M desde las 4 h de tratamiento y previo a la muerte
(12 h) la acumulacion fue maxima (figura 16 y tabla 4), cabe mencionar que no
existe algun trabajo previo que indique que las células L929 se detengan en la
fase G2 cuando se tratan con TNF-a. En células MCF-7, como ya lo
mencionamos antes, ya se tenia el antecedente de paro en la fase G1, pero en
nuestras células MCF-7 no fue posible observarlo (Figura 17 y tabla 5), por lo que
pensamos que las células podrian detenerse en cualquier punto del ciclo
celular, principalmente G1 o G2. A pesar de que las células MCF-7 acumulan
p53 y p21, al parecer no fue suficiente para montar una respuesta de paro del
ciclo celular, y que el mecanismo implicado en el paro puede ser mas
complejo; esto Ultimo, debido a la alteracion genética que las células de
cancer presentan con los afios de cultivo.

Uno de los principales objetivos en el presente trabajo fue determinar cual seria

la causa de dafo al ADN. Algunos estudios que se han realizado para

91



caracterizar la muerte celular inducida por el TNF-a. han coincidido en sefalar al
estrés oxidativo como un fendmeno que acompafa la destrucccion de las
células (Schulz-Osthoff, 1992; Goosens, 1995). En el laboratorio, se utilizé una sal
de tetrazolio llamada comunmente MTT; esta sal, al ser reducida dentro de la
célula produce formazan que se utiliza cominmente como una medida de
actividad respiratoria. El MTT es una molécula que puede aceptar electrones
de alto potencial redox, como los provenientes de las deshidrogenasas
mitocondriales (Slater, 1963), o el radical superdxido (Burdon, 1990). Se utilizé al
MTT como una medida de estrés oxidativo (Goméz, 1996), ya que en la muerte
de células L929 con TNF-a, la reduccion de MTT se incrementaba tanto como
en las células sin tratamiento, entonces se defini6 un umbral de reduccidon
donde la célula manifestaba caracteristicas de dafio o muerte. En el presente
trabajo se utilizé6 esta misma sal de tetrazolio para evaluar la presencia de estrés
oxidativo en ambos tipos celulares, mientras que a tiempos mas tardios la
reduccion de MTT puede ser evaluada con mucha facilidad, 24 h para L929 y
72 h para MCF-7 (figura 7D y 8D), a tiempos tempranos para L929 (12 h) ésta
ligeramente se incrementa (figura 18B), para MCF-7 se observd una reduccion
considerable solo cuando las células manifestaron caracteristicas de dafo (18
h)(figura 18D), la cual se ve incrementada con mayor tiempo de exposicion a
TNF-a.

En las primeras horas de tratamiento con TNF-a se hizo evidente que la
reduccion de MTT por célula no presentaba ningun incremento, por lo que
buscamos otro agente que nos pudiera dar una sefal de estrés oxidativo. El
DCF-DA es otra sonda fluorescente, que al ser oxidado dentro de la célula
(DCF) emite fluorescencia la cual puede ser medida fluorométricamente. Se ha
reportado que esta sonda puede reaccionar con H>O> y otros radicales libres
(Halliwell, 1999). Los resultados indican que la oxidacién del DCF se incrementd
considerablemente a partir de las 8 h de tratamiento de células L929 con TNF-a

(figura 19). Para las células MCF-7 la oxidacidon de DCF soOlo se incrementd

92



ligeramente hasta las 12 h de tratamiento con TNF-a (figura 20). Esta evidencia
sugiere que el estrés oxidativo podria ser una de las causas de dafio al ADN.
Recientemente en células L929 tratadas con TNF-a se publicé la presencia de
bases oxidadas como la 8-hidroxi-2"-desoxiguanosina, cuya presencia fue
detectada de forma considerable a las 5 h (Park, 1998).

El mecanismo general de muerte en ambos tipos celulares podria ser el dafio al
ADN por ERO, expresidon de p53, activacion de p53, induccidon de genes blanco
de p53 que regulen el ciclo celular como p21, 14-3-3c u otro mecanismo
inducido por p53 hasta ahora desconocido, y finalmente al no llevarse a cabo
la reparacion de ADN junto con la activacidn de moléculas pro-apoptéticas

(Bax, caspasas, etc.), la célula muere.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

?)

CONCLUSIONES

Las células L929 y MCF-7 presentan un umbral entfre la
inhibicién de la proliferacion y muerte celular.

El incremento en la incorporacion de timidina en células
tratadas posiblemente refleje reparacion debido a dano al
ADN.

El incremento en la expresion de p&3 tanto de ARNm vy
proteina posiblemente estd relacionado a dano al ADN y a la
inhibicion de la proliferacion.

El incremento de la incorporacion de fimidina y la expresion
de p53 son fendmenos que anteceden a la muerte celular.

La expresion de p21 no estd implicada en el paro del ciclo
celular en las células L929, o al menos que p21 colabore en el
inicio del paro de la fase G2.

Las células MCF-7 presentan una mayor complejidad en el
paro del ciclo celular, y posiblemente tanto p21 como otfra u
otras proteinas inhibidoras de ciclo podrian estar actuando.

El paro del ciclo celular se lleva a cabo después de la fase Sy
antes de la fase M, posiblemente en un punto de revision
durante la fase G2 para células L929.

El paro del ciclo celular en MCF-7 es complejo; no hay
incremento en ninguna de las 2 fases donde funciona
normalmente un inhibidor (G1 o G2).

Existe un estrés oxidativo desde tiempos tempranos, vy

posiblemente estd relacionado con dano al ADN.
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APENDICES

Apéndice A: Cristal Violeta

Se prepara una solucidon de dcido férmico 200 mM pH: 6 (ajustar con hidréxido
de sodio), y en esta soluciéon se disuelve el cristal violeta al 0.1%, agitédndolo
hasta disolver por completo, al término de la operacién se filtra la solucidén en

papel Watman 3M vy se almacena a temperatura ambiente.

Apéndice B: Verseno
La solucidon de verseno se prepara disolviendo las siguientes sales en 1 litro de

agua desionizada:

NaCl 8.09
KCI 049
EDTA 0.2g
Tris-base 3.04 g

Ajustar pH a 7.7 con HCI, esterilizar por autoclave y aimacenar a 4 oC.

Apéndice C: Solucién de azul de tripano

Se disuelven las siguientes sales en 100 ml de agua desionizada:
NaCl 810 mg

K2HPO4 60 mg

Azul de tripano 400 mg

Después de disolver las sales y el azul de tripano la solucion se filtra con una
unidad de filtracidn con poro de membrana de 0.22 um y se almacena a

temperatura ambiente.
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Apéndice D: Extraccion de nicleos de células L929 y MCF7 (1 o 2x10¢cel).

Estuche Cycletest (Roche).

1) Despegar células de la superficie de cultivo con tripsina al 0.1% en verseno,
neutralizar la fripsina con medio de cultivo con 10% de suero, y centrifugar por 5
min a 1000 rom.

2) Resuspender las células en PBS y centrifugar .

3) Resuspender las células en solucion amortiguadora de citratos (estuche Cycle
test, Roche), y cenftrifugar.

4) Resuspender suavemente las células en el reactivo A, el cual contiene tripsina
con una actividad especifica alta para romper membrana citoplasmdtica,
incubar por 10 min.

5) Agregar el reactivo B y mezclar suavemente con micropipeta, el reactivo
contiene un inhibidor de fripsina y RNAsa, incubar por 10 min.

6) Agregar el reactivo C y mezclar suavemente con micropipeta, el reactivo
contiene ioduro de propidio para tenir el ADN contenido en los nUcleos, incubar
por 10 min en refrigeracion y obscuridad.

7) Los nucleos son pasados con una jeringa de 1 ml a fravés de una malla fina
para eliminar agregados.

8) Los nUcleos son evaluados en un citdbmetro de flujo en el canal FL2-W y FL2-A

a través del programa “cellQuest”.
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ApéndiceE: Extraccion de ARN total de células L929 y MCF7

El ARN se extrajo mediante el método propuesto por Chomczynski y Sachi,
utilizando una solucién comercial de isotiocianato de guanidinio -fenol (Roche,
Ger).

1) Las células se sembraron un dia antes a una densidad de 40x103 cel/cm?2 en
una caja petri de 100 mm. Posteriormente, las células fueron tratadas por
diferentes periodos de tiempo con TNF-a, al término del cual fueron lavadas 2
veces con PBS vy se lisaron con 500 ul de soluciéon de isofiocianato de guanidinio
—fenol.

2) La lisis célular fue raspada con un gendarme y se colectd en un tubo para
microcentrifuga .

3) Al lisado célular se le agregd 100 ul de cloroformo para realizar una
extraccion orgdnica, y separar el ADN vy las proteinas. El tubo de
microcentrifuga es agitado por vortex y centrifugado a 14000 rom durante 15
min.

4) La fase acuosa (superior e incolora) fue retirada cuidadosamente del tubo y
colocada en un tubo nuevo. La fase acuosa fue mezclada con 250 ul de
isopropanol para precipitar el ARN, se incubd por 15 min y fue centrifugada a
14000 rom .

5) Se retird el sobrenadante y el precipitado fue lavado con 500 pl de etanol al
75%. Se realizdé una breve agitaciéon por vortex y se centrifugd por 15 min a 14000
rom.

6) Se retird el sobrenadante casi en su totalidad y se evapord el resto de etanol
en una campana de flujo laminar por 30 min.

7) El precipitado fue resuspendido en 30 ul de agua esteril tratada con DEPC
(dietil piro carbonato al 0.2%).

8) EI ARN total fue cuantificado por espectrofotometria y por geles

desnaturalizantes de agarosa al 1.2 % (formaldehido-agarosa).
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Apéndice F: Solucion amortiguadora de MOPS

Se prepard una solucidn concentrada de MOPS 10X, la cual contiene lo

siguiente:

MOPS 41.8¢9
Acetato de sodio 3M  16.6 ml
EDTA 0.5M pH 8 20 mi

Disolver las sales en 800 ml de agua desionizada tratada con DEPC (0.2%),
ajustar pH a 7.0, y llevar a llitro, esterilizar por autoclave, y almacenar los frascos

a temperatura ambiente aislado de la luz o tapado con papel aluminio.

Apéndice G: Solucion de hibridacion

Se realizd la siguiente mezcla a partir de soluciones concentradas :

Denhardt (100X) 200ul
SSC (20X) 2.5ml
Formamida desionizada 5.0ml
SDS (10%) 100ul
ADN de salmdn 120ul
H20O -DEPC (0.2%) 2.08ml

La mezcla se hirvié durante 5min en bano de agua, se enfrid en hielo y se
agregd a las membranas.

Soluciones concentfradas:

Denhardt 100X (2 g de albumina, 2 g de ficoll 400 y 2 g de polivinilpirrolidona en
100ml de agua desionizada).

SSC 20X (citrato de sodio 0.3 M, cloruro de sodio 3M, pH: 7.0)

ADN de esperma de salmdn (10 mg/ml)
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Apéndice H: Solucién amortiguadora de lisis para proteinas
La solucion de lisis puede ser preparada a partir de soluciones mds
concentradas para facilitar su preparacion, las concentraciones finales de sus

componentes fueron las siguientes:

Tris-HCI pH: 8.0 50 mM

NaCl 120 mM
NaF 100 mM
NaVOs 200 puM
NP40 0.5%

La solucion una vez preparada se almacend a 4 °C, y los inhibidores se

agregaron al momento de la lisis celular, y fueron los siguientes:

Aprotinina 10 ug/ml
PMSF 1 mM (stock 100 mM)
Leupeptina 10 pg/ml
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